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Opinnäytetyö tehtiin Helsingin yliopiston Hjelt-instituutin oikeusbiologian laboratoriossa. 
Laboratorio toimii osana oikeuslääketieteen laitoksen oikeuskemian yksikköä, jonka kes-
keisiin tutkimusalueisiin kuuluvat kuolinsyiden ja -mekanismien selvittäminen, ei-
luonnollisten kuolemien ollessa tutkimuksen painopisteenä.  
 
Kaikki kuolemaan johtavat muutokset eivät aiheuta elimistössä spesifisiä löydöksiä, joiden 
perusteella kuolinsyy voitaisiin yksiselitteisesti todeta. Muutokset voivat olla joko toiminnal-
lisia tai ne eivät kestä tarpeeksi pitkään. Geenien ilmentymistasoissa muutokset tapahtuvat 
sen sijaan nopeasti, joten ilmentymistasoja tutkimalla voi olla mahdollista saada lisätietoa 
kuolemaan johtaneista tapahtumista. Lähetti-RNA toimii välittäjänä DNA:n ja proteiinien 
välillä. Sitä voidaan hyödyntää geenien ilmentymistutkimuksissa selvitettäessä, mitkä gee-
nit ovat aktiivisina tietyissä kudoksissa tai eroavatko ilmentymistasot terveen ja vaurioitu-
neen kudoksen välillä. RNA:han pohjautuvien geenien ilmentymistutkimusten hyödyntämi-
nen oikeuslääketieteellisissä tapauksissa on vielä alkutekijöissään, mutta siitä toivotaan 
saatavan tulevaisuudessa lisätietoa esimerkiksi kuolinsyyn ja kuolinajan varmentamiseen.  
 
Tämän työn tavoitteena oli tutkia, voidaanko vainajanäytteistä eristää pitkänkin kuoleman 
jälkeisen ajanjakson, PMI:n (Post Mortem Interval), jälkeen tarpeeksi laadukasta RNA:ta, 
jota voitaisiin käyttää kvantitatiivisessa PCR-analyysissä (qPCR) geenien ilmentymisen 
tutkimiseen. Näytemateriaalina käytettiin vainajien aivo-, maksa- ja sydänlihaskudosnäyt-
teitä. Näytteiden käsittelyssä verrattiin kahta homogenisointimenetelmää ja RNA:n eristys 
optimoitiin jokaiselle kudokselle. RNA-konsentraatio ja laatu määritettiin ja RNA-eristeet 
käännettiin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). Lopuksi analysoitiin jatkotutkimuksissa 
käytettävien GAPDH- ja 18SrRNA -referenssigeenien ilmentymistasot qPCR:llä sekä tutkit-
tiin RNA:n ehjyyttä kuvaavan RIN-arvon vaikutusta monistumiseen.    
 
Tulosten perusteella qPCR-analyyseihin soveltuvaa RNA:ta saadaan eristettyä jopa yli 22 
vuorokauden PMI:n jälkeen ainakin aivokudoksesta ja sydänlihaksesta. Maksassa laatu oli 
heikompaa. PMI:n keston ja RNA:n hajoamisen välillä ei havaittu yhteyttä. qPCR-
pilottikokeessa RNA:n laatu näytti GAPDH:n kohdalla vaikuttavan monistumisen tehokkuu-
teen siten, että huonompilaatuinen RNA monistuu parempilaatuista heikommin.  
 
Tutkimusta jatketaan isommilla näytemäärillä tulosten varmentamiseksi ja näytteenotto 
tullaan fokusoimaan paremmin. Lisäksi jatkossa tulee selvittää mm. iän, sukupuolen ja 
kudoksen pH:n merkitys RNA:n laatuun ja määrään. 
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All mechanisms leading to death do not cause any specific findings that could be used 
when determining the cause of death. Changes can be either functional or the duration is 
not long enough. Changes in gene expression levels can, on the other hand, occur rapidly, 
and by studying the gene expression levels, it can be possible to get more information on 
events leading to death. Messenger RNA (mRNA) functions as an intermediate molecule 
between the DNA and proteins. mRNA can be used in gene expression studies to find out 
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cases are still in their development phase, but hopefully in the near future, they can pro-
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could be used to study expression of specific genes in quantitative PCR-analyses (qPCR), 
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were collected from cadavers. Two homogenization methods were compared in the sam-
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö tehtiin Helsingin yliopiston Hjelt-instituutin oikeusbiologian laboratoriossa. 
Laboratorio toimii osana oikeuslääketieteen osaston oikeuskemian yksikköä, jonka 
keskeisiin tutkimusalueisiin lukeutuvat kuolinsyiden ja -mekanismien sekä kuoleman 
jälkeisten ilmiöiden ymmärtäminen, ei-luonnollisten kuolemien ollessa tutkimuksen pai-
nopisteenä. [1.] 
Oikeuslääketieteelliseen kuolinsyyn selvittämiseen liittyy poliisitutkinta ja lääkärin suo-
rittama ulkoinen ruumiintarkastus. Tapauksissa, joissa kuolinsyytä ei voida todeta ruu-
miin ulkotarkastuksen ja muiden tutkinnassa saatujen tietojen perusteella, tehdään 
lisäksi oikeuslääketieteellinen ruumiinavaus, jonka suorittaa oikeuslääkäri. Kuolinsyyn 
selvittämiseksi voidaan lisätutkimuksina tehdä toksikologiset lääke-, myrkky- ja huu-
mausaineanalyysit sekä biokemialliset, tulehdusvasteeseen, munuaisten toimintaan ja 
sokeriaineenvaihduntaan liittyvät määritykset. [1; 2.] 
Kaikissa tapauksissa kuolemaan johtanut tapahtuma ei aiheuta perinteisin menetelmin 
havaittavia spesifisiä muutoksia. Kuolemaan johtaneet muutokset voivat tällöin olla joko 
toiminnallisia tai ne eivät kestä tarpeeksi kauan johtaakseen löydöksiin. Solujen gee-
nien ilmentymistasoissa muutokset tapahtuvat sen sijaan nopeasti, jopa minuuteissa, 
jolloin ilmentymistasoja tutkimalla on mahdollista saada lisätietoa kuolemaa edeltäneis-
tä ja kuolemaan johtaneista tapahtumista. [3.] Lähetti-RNA toimii välittäjänä DNA:sta 
luettujen geenien ja geenien koodaamien proteiinien välillä. Lähetti-RNA:ta voidaan 
hyödyntää geenien ilmentymistutkimuksissa, kun halutaan saada selville, mitkä geenit 
ovat aktiivisina tietyissä kudoksissa tiettyyn aikaan tai eroavatko geenien ilmentymista-
sot esimerkiksi terveen ja vaurioituneen kudoksen välillä. Menetelmänä geenien ilmen-
tymistutkimuksissa käytetään kvantitatiivista PCR-menetelmää. [4.] 
Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli tutkia, voidaanko vainajanäytteistä eristää pitkän-
kin kuoleman jälkeisen ajanjakson, PMI:n (Post Mortem Interval) jälkeen laadukasta 
RNA:ta kvantitatiiviseen PCR-analyysiin. Näytemateriaalina käytettiin vainajien aivo-, 
maksa- ja sydänlihaskudosnäytteitä. Työn haasteina olivat vainajanäytteiden heikenty-
nyt kunto ja RNA-molekyylien herkkyys hajoamiselle. Myös laboratoriossa käytössä 
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olevat useat DNA-menetelmät toivat lisähaastetta, sillä erityistä huomiota tuli kiinnittää 
RNA/DNA-kontaminaatioiden ehkäisemiseen.   
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2 Teoria 
2.1 Oikeuslääketieteellinen kuolinsyyn selvittäminen  
Suomessa oikeuslääketieteellisestä kuolinsyyn selvittämisestä vastaa aina poliisi. Oi-
keuslääketieteelliseen kuolinsyyn selvittämiseen johtavat tapaukset määritellään kuo-
lemansyyn selvittämisestä annetun lain 7 §:ssä, jonka perusteella poliisin on suoritetta-
va tutkinta, kun 
 kuoleman ei tiedetä johtuneen sairaudesta tai kun vainaja ei viimeisen 
sairautensa aikana ole ollut lääkärin hoidossa 
 kuoleman on aiheuttanut rikos, tapaturma, itsemurha, myrkytys, 
ammattitauti tai hoitotoimenpide tai kun on aihetta epäillä kuoleman 
johtuneen jostain edellä mainitusta syystä; tai 
 kuolema on muuten tapahtunut yllättävästi. 
 
Kuolinsyyn selvittämistä koskevan lain lisäksi oikeuslääketieteellistä kuolemansyyn 
tutkintaa ohjaa ASETUS 1973/948. [2.] 
Kuolinsyyn selvittämiseen kuuluu poliisitutkinta ja lääkärin suorittama ruumiin ulkoinen 
oikeuslääketieteellinen tarkistus. Lisäksi tapauksissa, joissa kuolinsyytä ei voida todeta 
ruumiin ulkotarkastuksen ja muiden tutkinnassa saatujen tietojen perusteella, voidaan 
tehdä oikeuslääketieteellinen ruumiinavaus, josta huolehtii Terveyden ja hyvinvoinnin-
laitos, THL. [2.] Ruumiinavaus tulee tehdä mahdollisimman pian kuoleman jälkeen. 
Suomessa oikeuslääketieteellinen ruumiinavaus tarkoittaa täydellistä ruumiinavausta, 
jossa kaikki ruumiinontelot avataan ja niiden elimet tutkitaan perusteellisesti. Ruumiin-
avaukseen liittyy usein lisätutkimuksia, joihin tarvittavien näytteiden ottamisesta päät-
tää avauksen tekevä oikeuslääkäri. Makroskooppisisesti todettujen muutosten selvit-
tämiseksi tai kuolinsyyn jäädessä ruumiinavauksen yhteydessä epäselväksi, otetaan 
histopatologisia näytteitä eri elimistä, kuten aivoista, sydänlihaksesta, keuhkoista, mu-
nuaisista ja maksasta. Lisäksi voidaan ottaa oikeuskemiallisia näytteitä alkoholien, lää-
keaineiden ja muiden myrkyllisten aineiden määrittämiseksi. Oikeuskemiallisiin tutki-
muksiin käytetään perifeerista laskimoverinäytettä, virtsanäytettä, silmän lasiaisnäytet-
tä, mahansisältöä ja maksaa. [5, s. 86 - 88.] Biokemiallisilla testeillä on mahdollista 
selvittää tulehdusvastetta, munuaisten toimintaa sekä sokeriaineenvaihdunnan häiriöi-
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tä. Tulehdusvasteen määrittämiseksi mitataan akuutin vaiheen proteiinin, CRP:n (C-
reactive protein) tasoja verestä, sillä CRP:n määrä nousee selvästi monissa tulehduk-
sissa ja kudosvaurioissa [6]. Munuaisten toimintaa voidaan tutkia mittaamalla veren 
kreatiniinipitoisuutta. Kreatiniini on pääasiassa peräisin lihasten kreatiniinista, joka kul-
keutuu veren kautta munuaisiin eritettäväksi. Munuaisvaurioissa eritys munuaisten 
kautta ei toimi normaalisti ja kreatiniinipitoisuus veressä nousee. [7.] Sokeriaineenvaih-
duntaa tutkitaan mittaamalla glukoosi-, laktaatti- ja ketoainetasoja silmän lasiaisesta 
sekä pitkäaikaissokeria verestä. Tulokset voivat antaa muita tutkimuksia tukevaa tietoa 
esimerkiksi huonossa hoitotasapainossa olleesta diabeteksesta tai alkoholiasidoosista. 
[8; 9.] Kuolinsyy määritellään lopulta kaikkien vainajaa koskevien sairaustietojen ja 
muiden esitietojen sekä elämän aikana tehtyjen ja ruumiiseen kohdistuneiden tutkimus-
ten perusteella, joiden pohjalta kirjoitetaan kuolintodistus [2]. 
Oikeuslääketieteellisiä ruumiinavauksia tehdään sairaaloissa ja yliopistojen oikeuslää-
ketieteen laitoksissa. Vuoden 2013 alusta lähtien oikeuslääketieteellisiä ruumiinavauk-
sia on Suomessa tehty 10:llä eri paikkakunnalla; Helsingissä, Turussa, Oulussa, Kuo-
piossa, Mikkelissä, Jyväskylässä, Tampereella, Seinäjoella, Lahdessa ja Maarianhami-
nassa. Oikeuslääketieteellisten ruumiinavausten määrä lisääntyi viime vuosikymmeni-
nä. Kun vuonna 1975 avauksia tehtiin 6 418, joka vastasi noin 15 % kaikista kuolleista, 
niin vuonna 2008 määrä oli 11 989, vastaten noin 24 % kaikista kuolleista. Toisaalta 
viime vuosina oikeuslääketieteellisten ruumiinavausten määriä on pyritty vähentämään.  
Taulukossa 1 on esitetty oikeuslääketieteellisten ruumiinavausten määrät vuosilta 
2008, 2009, 2010 ja 2011. [2.] 
 
Taulukko 1 . Kuolleiden ja ruumiinavausten määrät vuosina 2008–2011. 
Vuosi Kuolleita Oikeuslääketieteellinen ruumiinavaus %-osuus 
2008 40 049 11 989 24 
2009 49 904 12 170 24,3 
2010 50 910 11 819 23,2 
2011 50 568 10 602 20,9 
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2.2 RNA-tutkimusten hyödyntäminen kuolinsyyn ja kuolinajan selvittämisessä 
2.2.1 Geenien ilmentymisanalyysit  
Kaikki kuolemaan johtavat mekanismit eivät aiheuta muutoksia, jotka voitaisiin havaita 
ruumiinavauksen tai muiden tutkimusten yhteydessä, eikä kuolinsyytä voida yksiselit-
teisesti todeta. Kuolemaan johtaneet muutokset voivat olla joko toiminnallisia tai ne 
eivät ajallisesti kestä tarpeeksi kauan johtaakseen löydöksiin. Solujen geenien ilmen-
tymisissä muutokset tapahtuvat sen sijaan nopeasti, jolloin ilmentymistasoja tutkimalla 
voidaan saada tärkeää lisätietoa kuolemaa edeltäneistä ja kuolemaan johtaneista ta-
pahtumista. [3.] Geenien ilmentymistä voidaan tutkia RNA-tasolla määrittämällä lähetti-
RNA-molekyylien määriä kudoksissa, sillä lähetti-RNA:ta tuotetaan soluissa ainoastaan 
aktiivisina olevista geeneistä. Lähetti-RNA toimii templaattina proteiinisynteesissä eli 
tapahtumassa, jossa DNA:n geenien sisältämä informaatio käännetään toiminnallisiksi 
proteiineiksi. [4.] 
RNA:sta tehtävissä geenien ilmentymistutkimuksissa kudoksesta eristetään ensin 
totaali-RNA, joka käännetään käänteiskopioijaentsyymin avulla komplementaariseksi 
DNA:ksi (cDNA). cDNA-synteesissä voidaan käyttää epäspesifisiä niin sanottuja 
random-heksameeri-alukkeita, jolloin synteesissä käytetään solun koko RNA-
populaatiota eli lähetti-RNA:n lisäksi esimerkiksi ribosomaalista RNA:ta ja siirtäjä-
RNA:ta. Jos templaattina halutaan käyttää ainoastaan lähetti-RNA:ta, alukkeiksi 
valitaan random-heksameerien sijaan Oligo(dT)-alukkeet, jotka sitoutuvat lähetti-RNA-
molekyyleissä esiintyvään poly-A-häntään. Genomisen DNA:n monistuminen estetään 
hajottamalla DNA erillisellä DNAasi-käsittelyllä. Haluttujen geenien ilmentymistasot 
selvitetään monistamalla cDNA:ta kvantitatiivisella PCR-menetelmällä käyttäen 
tutkittaville geeneille spesifisiä alukkeita ja koetinta. Näin saadaan kuva tutkittavan 
kudoksen soluissa ilmentyvistä geeneistä. [10, s.155.] Kuvassa 1 on esitettynä 
päävaiheet kudoksen homogenisoinnista kvantitatiiviseen PCR-analyysiin.  
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Kuva 1. Geenien ilmentymistutkimuksen päävaiheet, kudoksen homogenisoinnista kvantitatiivi-
seen PCR-analyysiin.  
 
2.2.2 Kvantitatiivinen PCR 
Kvantitatiivisessa PCR:ssä eli qPCR:ssä (quantitative PCR) cDNA:n monistuminen 
rekisteröidään jokaisessa PCR-syklissä. Tämä on huomattava etu ja mahdollistaa sel-
västi pienempien erojen havaitsemisen transkriptien määrissä kuin käytettäessä perin-
teistä PCR-menetelmää, jossa vasta monistumisen lopputuotteet erotellaan ja määrite-
tään agaroosigeelillä. [11.] 
qPCR:ssä rekisteröinnin perustana voidaan käyttää fluoresoivia, spesifisesti kohdesek-
venssinsä tunnistavia koettimia, jotka sisältävät fluoresoivan reportterivärin 5´-
päässään ja fluoresointia hiljentävän, ei-fluoresoivan värin 3´-päässään. Koettimen 
ollessa kokonainen, hiljentävän värin läheisyys estää fluoresoivan värin emission. Ko-
ettimen lisäksi tarvitaan 5´-eksonukleaasiaktiivisuuden omaava Taq-polymeraasi ja 
kohdesekvenssin tunnistavat, forward- ja reverse-alukkeet, jotka yhdessä vastaavat 
kohdesekvenssin monistumisesta. PCR-reaktion monistusvaiheessa Taq-polymeraasi 
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katkaisee koettimen, jolloin reportteri- ja hiljentävä väri erkanevat toisistaan ja fluore-
senssi mahdollistuu. Lisäksi katkennut koetin irtoaa kohdejuosteesta, jolloin Taq-
polymeraasi pääsee jatkamaan sekvenssin monistusta syklin loppuun asti (kuva 2a). 
Reportterivärejä on saatavilla useita erilaisia, joista useimmiten käytettyjä ovat FAM-, 
HEX-, TET- ja VIC-leimat. [12.] 
qPCR-ajossa erotetaan eri vaiheita, jotka havaitaan monistuskäyrän kuvaajassa (kuva 
2b). Ensimmäisessä vaiheessa laitteiston detektorille tuleva fluoresenssi on peräisin 
taustakohinasta, pohjatasosta. Seuraava vaihe on eksponentiaalisen kasvun vaihe. 
Kolmannessa vaiheessa kasvu on lineaarista, jolloin monistumista tapahtuu, mutta se 
ei ole enää eksponentiaalista. Neljännessä, plateu-vaiheessa, monistuminen loppuu. 
Eri näytteiden geenien ilmentymistasojen vertailua varten qPCR-analyysistä saadaan 
jokaiselle näytteelle oma Ct-arvo, joka vastaa sitä kynnyssyklin arvoa, jossa fluore-
senssi ylittää kynnystason eli threshold-tason. Mitä suurempi lähtöaineen pitoisuus on, 
sitä nopeammin kynnystaso saavutetaan ja sitä pienempi on monistumisen Ct-arvo.  
Tuotteen kvantitointi tapahtuu eksponentiaalisen kasvun vaiheessa, kun kaikkia reakti-
on komponentteja on rajoittamattomasti saatavilla. [11.] 
 
 
 
 
 
Kuva 2. a) Fluoresoivan koettimen toiminta kvantitatiivisessa PCR:ssä b) Kvantitatiivisen PCR-ajon 
monistuskäyrässä erottuvat ajon eri vaiheet, pohjataso, eksponentiaalinen, lineaarinen ja plateu-
vaihe. Kuva mukaeltu artikkelista. [12.] 
 
a) b) 
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2.2.3 Hypotermia ja lämpöhalvaus  
RNA:n soveltuvuutta geenien ilmentymistutkimuksiin on tutkittu vainajanäytteissä eri 
kuolinsyiden yhteydessä. Esimerkkinä tapauksista, joihin ei yleensä liity erityisiä pato-
logisia löydöksiä, ovat lämpöhalvaus ja paleltumis- eli hypotermiakuolemat. Lämpöhal-
vauksessa kehon lämpötila nousee vaarallisen korkeaksi ~ 42 °C:seen. Suomessa 
lämpöhalvauskuolemat ovat lähes poikkeuksetta saunakuolemia, mutta syynä voi olla 
myös rasittava lihastyö lämpimässä, kosteassa ympäristössä. Löydökset vainajassa 
saunakuolematapauksissa ovat ihon toisen tai kolmannen asteen palovammat pitkäai-
kaisen lämpövaikutuksen seurauksena. Lyhytaikaisessa altistumisessa aivoissa ja 
keuhkoissa on nähtävissä vesipöhöä, ja mikroskooppisessa tutkimuksessa havaitaan 
akuuttia rappeutumista esimerkiksi sydänlihaksessa, maksassa ja munuaisissa. Löy-
dökset eivät kuitenkaan ole spesifisiä lämpöhalvaukselle vaan liittyvät kuolinkamppai-
luun eli agoniaan. [5, s. 256 - 257.] 
Hypotermialla tarkoitetaan kehonlämpötilan laskua, joka tavallisimmin johtuu matalasta 
ulkoisesta lämpötilasta. Suomessa hypotermiaan kuolee vuosittain 40–60 ihmistä. Vai-
najassa löydökset riippuvat altistusajan pituudesta. Ihmisen jouduttua kylmään veteen 
ja tästä aiheutuvassa hypotermiakuolemassa löydöksiä on usein vain niukasti ja joskus 
ruumiista on todettavissa ainoastaan kalpea ihon väri. Kuivahypotermiassa pitkä kyl-
mäaltistus aiheuttaa ihon punoitusta ja violettien läiskien sekä hankaumien esiintymistä 
polvissa ja kyynärpäissä. Paleltumavammoja esiintyy käsissä, nenässä ja korvissa. 
Löydökset ovat kuitenkin usein niukkoja, ja kuolinsyy voidaan joutua määrittämään 
poissuljentamenetelmällä. [5, s. 260 - 262.]  
Sekä lämpöhalvaukseen että hypotermiaan liittyviä biokemiallisia ja histologisia muu-
toksia on etsitty kuolinsyyn vahvistamiseksi, mutta spesifisiä löydöksiä ei ole tällä het-
kellä tiedossa. Viime vuosina tutkimusta on laajennettu RNA-tasolle. Muutoksia on et-
sitty pääasiallisesti aivoista, sydämestä ja keuhkoista. Sydänlihaksen kohdalla on löy-
detty RNA-tason eroja natriureettisten peptidien, ANP:n ja BNP:n (Atrial and brain nat-
riuretic peptides), kohdalla, kun tapauksia verrattiin akuutteihin sydänkohtauksen tai 
sepelvaltimotaudin aiheuttamiin kuolemiin. ANP:tä ja BNP:tä käytettiin tutkimuksessa 
molekulaarisina markkereina, koska ne reagoivat nopeasti sydänlihaksen kuormituk-
seen. Hypotermiassa molempien natriureettisten peptidien lähetti-RNA-tasojen havait-
tiin kohoavan sydänlihaksessa verrattuna kontrolleihin. Lämpöhalvauksessa tasot olivat 
puolestaan kontrolleihin nähden matalammat. Lähetti-RNA-tasot mitattiin sydänlihak-
sen lisäksi sydänpussinesteestä, jossa molempien peptidien tasot olivat koholla aino-
9 
 
 
astaan hypotermiassa, ANP lämpöhalvaustapauksissa ja BNP sepelvaltimotaudissa. 
Immunohistokemiallisella menetelmällä eroja ei havaittu kuolinsyiden välillä, mihin voi 
olla syynä se, ettei nopeita ja pieniä muutoksia saada proteiinitasolla näkyviin. [13.] 
Hypotermialle ja lämpöhalvaukselle sopivia merkkiaineita on tutkittu myös keuhkoissa. 
RNA-tasolla on löydetty kuolinsyystä johtuvia eroja useammassa keuhkoissa ilmenty-
vässä geenissä. Wang kollegoineen analysoi kuuden keuhkoissa ilmentyvän geenin 
MMP-2 (Matrix Metalloproteinase), MMP-9, ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule), 
CLD-5 (Claudin), AQP-1 (Aquaporin) ja AQP-5 ilmentymistasoja lämpöhalvaus- ja hy-
potermiatapausten lisäksi kuristumisen, häkämyrkytyksen ja äkillisen kuolemaan johta-
neen sydänkohtauksen kohdalla. Geenien koodaamat proteiinit toimivat esimerkiksi 
solujen vesitasapainon ja keuhkoepiteelien korjausmekanismien ylläpidossa. Sekä 
lämpöhalvaus- että hypotermiatapauksissa löydettiin eroja sekä kontrolliryhmiin että 
toisiinsa nähden. Lämpöhalvauksissa kaikkien muiden geenien ilmentymistasot paitsi 
AQP-5:n olivat merkitsevästi koholla verrattuna kontrolliryhmiin. Hypotermiassa puoles-
taan vain MMP9:n ilmentymistaso oli korkeampi. [14.] 
2.2.4 Vammojen iän määritys 
Oikeuslääketieteellisissä tutkimuksissa vammojen, kuten mustelmien ja haavojen, koh-
dalla halutaan saada tietoa erityisesti siitä, missä järjestyksessä vammat ovat tulleet, 
ovatko ne aiheutuneet ennen vai jälkeen kuoleman, ajasta, joka on kulunut vamman 
tuottamisesta kuolemaan, sekä siitä onko vammalla suora yhteys kuolemaan [3]. 
Mustelma muodostuu kudoksen sisäisiin repeämiin liittyvistä verenvuodoista ja syntyy 
nyrkin, tylpän esineen tai muun vastaavan osuttua ihoon. Mustelmien kohdalla iänmää-
ritys arvioidaan lähinnä mustelmassa tapahtuvien värimuutosten sekä histologisten 
näytteiden perusteella. Värimuutoksen taustalla ovat ihon alla näkyvät vähähappiset 
punasolut, jotka hajoavat ja luovuttavat kudokseen sisältämänsä hemoglobiinin, joka 
muuttuu hemosideriinipigmentiksi. Väri vaihtuu, kun syöjäsolut eli makrofagit hävittävät 
punasolujen jäänteet ja kuljettavat hemosideriinin pois alueelta. Värinmuutosten perus-
teella mustelma voidaan jaotella tuoreeseen, väriltään sinertävään mustelmaan, jonka 
ikä vaihtelee muutamasta tunnista 2 - 3 vrk:een. Vanhemmassa mustelmassa havai-
taan vihertävää väriä mustelman reunoilla ja aikahaarukkana on 4 - 5 vrk - vk. Yli viikon 
vanhoissa mustelmissa väri muuttuu likaisen keltaisesta rusehtavaan. Histologisesti 
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hemosideriini voidaan tunnistaa Perlin berliininsinireaktiossa, joka muuttuu positiivisek-
si 12 h - 2 vrk mustelman syntymisestä. [5, s. 100.]  
Haavojen paranemisprosessissa erotetaan mustelmien tapaan useampi vaihe. Tuleh-
duksellinen vaihe kestää 12 - 24 h haavan muodostumisesta ja siihen liittyy verihyyty-
män muodostuminen sekä tulehdussolujen kertyminen haava-alueen läheisyyteen. 
Proliferatiivisessa vaiheessa tulehdussolujen määrä saavuttaa maksiminsa ja haava-
paikalle tulee lisäksi sidekudossoluja. Alueelle kasvaa myös uusia kapillaareja. Prolife-
ratiivista vaihetta kestää noin 3 - 7 vrk ja sitä seuraa haavan uudelleen muotoutumis- 
eli maturaatiovaihe, jonka kesto voi olla tapauksesta riippuen 1 - 2 vk:oon. Haavan pa-
ranemisnopeuteen vaikuttavat muun muassa haavan laajuus, uhrin ikä ja mahdollinen 
ulkoa päin saatu tulehdus haava-alueella. Haavojen iän määritykset tehdään nykyisin 
pääasiassa histologisesti, millä voidaan havaita esimerkiksi tulehduksellisen vaiheen 
tulehdussolut. [5, s. 101; 15.] 
Perinteisin menetelmin tehdyt vammojen iän määritykset eivät ole kovin tarkkoja. RNA-
tutkimus on vielä kokeellisella asteella, mutta joitain lupaavia tuloksia on saatu eläinko-
keista erityisesti haavojen kohdalla. Tutkimuksissa on keskitytty haavojen paranemis-
prosesseihin liittyviin sytokiineihin, kemokiineihin ja kasvutekijöihin [15]. Hiirillä tehdyis-
sä tutkimuksissa on esimerkiksi havaittu viiltohaavassa tulehdusvaiheen alussa eritet-
tävien proinflammatoristen sytokiinien, interleukiini (IL)-1α:n, IL-1β:n, IL-6:n ja tuumori 
nekroositekijä TNF-α:n (Tumor necrosis factor) lähetti-RNA-tasojen nousu kvantitavii-
sella PCR:llä. IL-6:n kohdalla nousu oli huipussaan 6 h haavan tuottamisen jälkeen. IL-
1α:n, IL-1β:n ja TNF-α:n huippu saavutettiin 48 - 72 h:ssa. Kaikkien sytokiinien lähetti-
RNA-tasot olivat laskeneet normaalitasolle 240 h:n jälkeen. [16.] 
Eläinkokeista saadut tulokset antavat viitteitä siitä, että RNA-menetelmin voitaisiin 
päästä tarkempiin arvioihin vammojen iän määrittämisessä, mutta tutkimusta tulee teh-
dä vielä runsaasti oikeilla vainajanäytteillä. Vammojen iän määritystutkimuksissa vai-
najanäytteiden käyttöä hankaloittaa muun muassa tarkan kuolinajan määrittämisen 
vaikeus monissa tapauksissa. 
2.2.5 Kuolinajan määrittäminen  
Kuolinsyyn selvittämisen lisäksi kuolinajan tarkalla määrittämisellä on tärkeä merkitys 
oikeuslääketieteellisissä tapauksissa. Perinteiset menetelmät perustuvat lautumien, 
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kuolinkankeuden, mätänemismuutosten ja ruumiinlämpötilan perusteella tehtyihin arvi-
oihin. Tarkan kuolinajan määrittäminen on kuitenkin edelleen ongelmallista, sillä huo-
mioonotettavia tekijöitä on monia ja havaintoja saattaa olla vain niukasti. Etenkin PMI-
ajan kasvaessa kuolinajan määrittäminen hankaloituu huomattavasti. Esimerkiksi ruu-
miinlämpötila tasoittuu ympäristön lämpötilaan noin 24 h:n kuluessa kuolemasta, joten 
lämpötilaa ei voida käyttää tarkkaan määrittämiseen enää yhden vuorokauden jälkeen. 
Lisäksi monet muut tekijät kuten kosteus, hyönteiset, ikä, paino ja sukupuoli voivat vai-
kuttaa kuolemanjälkeisten muutosten kehittymiseen. [5, s. 113 - 115; 17.] 
RNA-perusteisessa kuolinajan määrityksessä tavoitteena on löytää kontrolleiksi sopivia 
endogeenisia markkereita, joissa transkriptien tasot pysyvät melko stabiileina pitkiä 
ajanjaksoja kuoleman jälkeen, ja sellaisia transkripteja, jotka hajoavat tunnetun mallin 
mukaisesti PMI-ajan kasvaessa. Lyhyemmän PMI-ajan määrittämisessä olisi mahdol-
lista käyttää näytemateriaalina paljon nukleaaseja sisältäviä kudoksia, kuten pernaa tai 
maksaa, jolloin RNA:n hajottaminen alkaa nopeasti kuoleman jälkeen. Vastaavasti pi-
dempää PMI:tä määrittäessä voitaisiin käyttää kudoksia, joissa hajoaminen tapahtuu 
hitaammin, kuten sydänlihaksessa tai aivokudoksessa. Stabiileiksi endogeenisiksi 
markkereiksi on ehdotettu mikroRNA-molekyylejä, jotka hajoavat hitaammin kuin prote-
iineja koodaavat transkriptit ilmeisesti johtuen pienestä koosta, ~ 22 nukleotidia. PMI-
indikaattoreiksi voisivat soveltua normaalisti stabiilisuudestaan tunnettujen endogeenis-
ten referenssigeenien, kuten GAPDH:n transkriptit, kun käytetään alukkeita, jotka mo-
nistavat näiden lähetti-RNA:ta 5´-päästä. Tällöin hajoaminen on nopeaa ja se on tar-
kasti havaittavissa ja aikataulutettavissa. [17.] 
2.3 Vainajanäytteiden haasteet 
2.3.1 RNA:n stabiilisuus ja laatu vainajanäytteissä  
Kuoleman jälkeen RNA alkaa pilkkoutua RNA:ta hajottavien entsyymien, RNasien toi-
mesta, joita löytyy soluista itsestään sekä lähes kaikkialta ympäristöstä, kuten pölystä, 
bakteereista ja iholta. Lisäksi RNA on kemialliselta luonteeltaan melko epästabiili joh-
tuen sen sokeriosan sisältämästä 2´ -OH-ryhmästä, joka on altis hydrolyysille. Jo alun 
perin heikentyneitä vainajanäytteitä käsiteltäessä tuleekin kiinnittää erityistä huomiota 
molekyylin lisähajoamisen estämiseen kaikissa näytteiden käsittelyvaiheissa. [10, s. 1 - 
3.]  
12 
 
 
RNA:n hajoamisnopeus näyttää vaihtelevan eri kudoksissa. Aivo-, sydän sekä lihasku-
doksen on useissa tutkimuksissa osoitettu olevan melko stabiileja RNA-lähteitä use-
amman vuorokaudenkin mittaisen kuoleman jälkeisen ajanjakson eli PMI:n jälkeen [3]. 
Sen sijaan maksassa RNA hajoaa nopeasti johtuen luultavasti maksan aktiivisesta ent-
syymitoiminnasta ja maksassa tapahtuvista nopeista mätänemismuutoksista [3; 5]. 
PMI:n vaikutuksesta RNA:n laatuun on kuitenkin osittain ristiriitaisia tuloksia, ja ainakin 
sydänkudoksessa on joissain tutkimuksissa havaittu korrelaatio RNA:n hajoamisen 
tason ja PMI:n keston välillä [18]. On mahdollista, että eri tutkimuksista saatujen tulos-
ten eroavaisuudet PMI:n vaikutuksesta RNA:n laatuun johtuvat osittain tutkimuksissa 
käytetyistä melko pienistä otoksista, jolloin näytepopulaation heterogeenisuus on syynä 
tuloksissa nähtyihin eroihin. Tutkimuksissa kudoksista käytetään RNA-eristyksiin myös 
vain hyvin pientä osaa, usein 30–100 mg:n palaa, joten käytetyn kudosalueen eroilla 
voi olla merkitystä.  
Kudostason eroavuuksien lisäksi RNA:n tehtävillä on vaikutusta molekyylin vakauteen 
ja hajoamisnopeuteen. Lähetti-RNA:iden kohdalla molekyylien hajoamisnopeudella on 
tärkeä merkitys soluissa esiintyvien transkriptien määrän säätelyssä. Solujen perustoi-
minnoista vastaavien niin sanottujen Housekeeping-geenien transkripteja tuotetaan ja 
hajotetaan tasaisella nopeudella. Puolestaan indusoituvien lähetti-RNA:iden hajoamis-
nopeus voi vaihdella huomattavasti ympäristöstä saatujen signaalien, kuten hormonita-
sojen ja lämpötilojen vaihtelujen sekä infektioiden seurauksena, mikä on olennaista 
homeostaasin yläpidossa ja mahdollistaa nopean reagoinnin muuttuviin olosuhteisiin. 
[19.] 
2.3.2 RNA:n laadun määrittäminen  
Geenien ilmentymistutkimuksia varten RNA:n laatu on syytä määrittää, sillä näytteiden 
väliset erot vaikuttavat suoraan tulosten tulkinnan luotettavuuteen. Laatumääritys on 
perinteisesti tehty laskemalla ribosomaalisten alayksiköiden 28S/18S–suhde, joka las-
kee RNA:n pilkkoutumisen myötä, johtuen isomman alayksikön herkemmästä hajoami-
sesta. Ehjälle RNA:lle suhdelukuna pidetään 2,1, vaikka teoriassa alayksiköiden koon 
mukaan, 28S (~5 kb) ja 18S (~2 kb), laskettuna suhteeksi saataisiin 2,7. Perinteistä 
laatumääritystä pidetään nykyisin liian tulkinnanvaraisena, sillä erottelu tehdään 
elektroforeettisesti geelillä ja tulokset tulkitaan pelkän geelikuvan perusteella. Toden-
mukaisemman kuvan RNA:n tilasta antaa ns. RIN-arvo, joka saadaan määritettyä Agi-
lentin kehittämällä RIN-algoritmilla. Algoritmi laskee totaali-RNA:n määrän vertaamalla 
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näytteitä kokostandardinäytteeseen ja laatu määritetään ribosomaalisen suhdeluvun 
signaalikoon ja intensiteetin mukaan. RIN-asteikolla täysin ehjä RNA saa arvon 10 ja 
täysin hajonnut arvon 1. [20.] Koska vainajanäytteiden kohdalla on odotettavissa, että 
näytteen sisältämä RNA on osittain hajonnutta, useimmissa tutkimuksissa minimi RIN-
arvona kvantitatiiviselle PCR-analyysille pidetään RIN-arvoa 5. Vaikka RIN-arvolla 
saadaan selville pelkkä totaali-RNA:n laatu, on sen osoitettu toimivan hyvänä indikaat-
torina myös lähetti-RNA:lle, jonka määrä solun koko RNA-populaatiosta on ~ 3 - 5 %. 
[21.] 
 
Määritys perustuu edelleen elektroforeesiin ja tehdään pienellä RNA-levyllä, joka vä-
hentää sekä erotusaikoja että näytteiden ja reagenssien kulutusta perinteiseen gee-
lielektroforeesiin verrattuna. Bioanalyzerin RNA-levyllä on kaivoja 12 näytteelle, koko- 
ja konsentraatiostandardille sekä markkerille. Kaivot ovat yhteyksissä toisiinsa kapillaa-
rein, jotka täytetään geeli-väriaineseoksella (kuvat 3a ja b). [22.] 
 
 
 
                               
 
Kuva 3. a) RNA Nano-levyke b) Geelin valaminen RNA Nano-levykkeelle. 
 
 
 
 
a) b) 
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Jokaiselle kapillaarikaivolle on laitteessa oma elektrodinsa, joka voidaan yhdistää säh-
kövirtaan. Varaukselliset molekyylit, kuten RNA-fragmentit, saadaan eroteltua sähkö-
kentässä kokonsa perusteella, niiden kulkiessa geelillä täytettyjen kapillaarien läpi. 
Pienet fragmentit kulkevat nopeammin kuin suuremmat. Väriaineen sitoutuessa 
RNA:han kompleksin lähettämä fluoresoiva signaali havaitaan laitteen detektorilla. Bio-
analyzerin tulosten analysointiohjelmassa (2100 ExpertSoftware) tulokset muutetaan 
elektroferogrammeiksi, joissa erotetaan RNA-fragmenttien muodostamat piikit. Elektro-
ferogrammissa ehjien totaali-RNA-näytteiden kohdalla erotetaan selvästi kaksi rRNA-
piikkiä sekä markkeripiikki. RNA:n hajoamisen lisääntyessä piikkien määrä kasvaa ja 
18S/28S-piikkien ala pienenee. Elektroferogrammien lisäksi ohjelma tuottaa tulokset 
geelikuvamaisessa muodossa (kuva 4). [20; 22.] 
 
 
 
        
  
 
Kuva 4. a) Bioanalyzer-laite b) Bioanalyzer-ajosta saadut tulokset tulostuvat sekä elektroferogram-
mi- että geelikuvamuodossa.   
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2.3.3 Näytepopulaation heterogeenisuus 
Vainajanäytteistä tehtävissä kvantitatiivisissa geenien ilmentymistutkimuksissa 
haasteena on varsin heterogeeninen näytepopulaatio. Monien kuolemaa edeltävien 
tekijöiden, kuten iän, sukupuolen, painoindeksin tai yleisen terveydentilan, vaikutusta 
geenien ilmentymistasoihin tai lähetti-RNA:n hajoamisnopeuteen ei vielä tunneta.  
Vainajanäytteiden kohdalla kuolemaa edeltäviä tekijöitä ei myöskään voida 
kontrolloida, kuten esimerkiksi eläinkokeissa, joten oikeita biologisia replikaatteja ei 
voida käyttää. Ongelma voidaan osittain kiertää kasvattamalla tutkimuksessa 
käytettävien tapausten määrää ja ryhmittelemällä tapaukset esimerkiksi iän ja 
sukupuolen mukaan. Näytteiden keräyksessä tulee lisäksi kiinnittää huomiota siihen, 
että näyte otetaan aina samasta kohdasta kaikissa tutkimukseen kuuluvissa 
tapauksissa eikä näytekohdassa saisi olla näkyviä mädäntymisen merkkejä. [23.] 
 
Toinen näytepopulaation heterogeenisuuteen vaikuttava tekijä on lähinnä tekninen, ja 
se on seurausta näytteiden käsittelyssä tapahtuvista eroista. Erot voivat johtua RNA-
eristyksen ja cDNA-synteesin tehokkuuden vaihtelusta. Tästä syystä teknisten 
replikaattien käyttö ja kvantitatiivisen PCR-datan normalisointi on tärkeää. Datan 
normalisoinnissa voidaan kvantitatiivisessa PCR:ssä käyttää endogeenisenä 
referenssigeeninä Housekeeping -geenejä, joiden ilmentymistasoihin kohdegeenin 
tulosta verrataan. Normalisointiin käytettävän Housekeeping -geenin tulee ilmentyä 
soluissa tasaisella tasolla eri kudoksissa ja eri kehitysvaiheissa. Ilmentymistasojen 
tulisi pysyä melko vakaina koeolosuhteista riippumatta sekä vastata 
monistumistehokkuudeltaan jossain määrin kohdesekvenssin monistumistehokkuutta. 
Yleisimmin käytettyjä Housekeeping -geenejä ovat Glyseraldehydi-3-
fosfaattidehydrogenaasi eli GAPDH, β-aktiini ja ribosomaalinen 18SrRNA. [23.] 
Vainajanäytteissä sopivan referenssigeenin valintaan tulee kiinnittää erityistä huomiota, 
sillä erot referenssigeenien lähetti-RNA:iden hajoamisprofiileissa voivat aiheuttaa 
vääriä tulkintoja, kun kohdegeenin ilmentymistasoja verrataan referenssigeenin 
ilmentymistasoihin. Tutkimuksessa käytettävän referenssigeenin hajoamisprofiili voi 
olla syytä selvittää jokaisen tutkittavan kudoksen kohdalla erikseen. [24.] 
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3 Näytteet 
Kudosnäytteet otettiin aivoista, maksasta ja sydämen oikeasta kammiosta yhteensä 24 
vainajasta. Opinnäytetyössä käytetyssä aineistossa PMI-keskiarvo oli poikkeuksellisen 
korkea, 11 vrk, sillä normaalisti PMI-aika on Suomessa keskimäärin 5 vrk [25]. Tutki-
muksen on hyväksynyt Hjelt-instituutin eettinen komitea, THL ja VALVIRA.  
4 Työn toteutus 
Työn suorituksesta laadittiin menetelmäohje, jossa kaikki työvaiheet on kuvattu yksi-
tyiskohtaisesti (liite 1). Työn suorituksen päävaiheet on esitetty kuvassa 5 vuokaavion 
muodossa.  
 
 
Kuva 5.  Työn toteutuksen päävaiheet.  
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RNA:n käsittelyssä tuli kiinnittää erityistä huomiota molekyylin lisähajoamisen estämi-
seen. RNA-eristys ja cDNA-synteesi tehtiin pelkästään RNA-töille varatussa laminaari-
kaapissa, joka UV-valotettiin ja puhdistettiin RNaseExitusPlus-liuoksella (AppliChem, 
Cat.nro. A7153,1000) aina ennen työskentelyn aloittamista. Kaikki putket ja pipetinkär-
jet olivat steriilejä ja nukleaasivapaita. Eristetyt RNA-näytteet siirrettiin heti eluoinnin 
jälkeen jäille, sillä pelkkä H2O ei suojaa molekyyliä hajoamiselta, kuten eristysvaiheen 
puskurit.  
4.1 Näytteiden käsittely ja RNA-eristys kudoksista 
Kudosnäytteet toimitettiin obduktiosalista jäillä oikeusbiologian laboratorioon. Näytteistä 
leikattiin ~30 mg:n pala 1,5 ml:n putkeen, johon oli valmiiksi pipetoituna 300 µl 
RNAlater-liuosta (Qiagen, Cat. 76154), joka läpäisee kudokset nopeasti ja suojaa 
RNA:ta hajoamiselta. Näytteitä säilytettiin -20 °C pakkasessa kudosten 
homogenisointiin asti. Homogenisointi tehtiin joko TissueRuptor (Qiagen, 9001272) tai 
TissueLyser (Qiagen, TissueLyser LT Cat. 85600) -laitteilla.  
 
TissueRuptorilla kudos murskattiin kertakäyttöisellä, pyörivän terän toisessa päässään 
sisältävällä kärjellä. Homogenisointia varten kudospala siirrettiin 12 ml:n PC-
muoviputkiin, joihin pipetoitiin 600 µl RNA-eristyskitin (Nucleospin RNA 740955.50, 
Macherey-Nagel) RA1-puskuria sekä 6 µl pelkistävää 50 mM 2-merkaptoetanoliliuosta 
(Gibco by Life Technologies 31350–010). RA1-puskuri toimii sekä lyysispuskurina että 
inaktivoi RNaseja ja suojaa näin RNA:ta hajoamiselta. Murskausaikana käytettiin 
kaikkien kudoksien kohdalla 1 min ja tehotasona 4 - 6.  
 
TissueLyserilla homogenisoitaessa kudospalat siirrettiin 2 ml:n eppendorf-putkiin, joihin 
pipetoitiin 600 µl RA1-puskuria ja 6 µl 50 mM 2-merkaptoetanoliliuosta. Putkiin lisättiin 
teräskuula, joka murskaa näytteen, laitteen tärisevässä liikkeessä. Murskausaikana 
aivonäytteille käytettiin 3 min, värähtelytaajuutena 50 Hz ja murskauskuulina 5 mm:n 
kuulia. Sydännäytteiden kohdalla murskausaikaa pidennettiin 5 min:iin ja 
murskauksessa käytettiin 7 mm:n kuulia murskaustehon voimistamiseksi.  
 
RNA-eristys aivo- ja maksakudoksista tehtiin Nucleospin RNA -kitin ohjeen kohtien 5 ja 
7 [26] mukaan. Sydännäytteiden kohdalla yhdistettiin Nucleospin RNA-kitin ohjeen 
kohdat 5 ja 7 sekä Agilentin totaali-RNA:n eristysohje sidekudoksellisesta kudoksesta 
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[27]. Muutoksena Nucleospin ohjeeseen oli entsymaattinen Proteinaasi-K käsittely, joka 
tehostaa RNA:n vapautumista. Proteinaasi-K lisättiin suodatusvaiheen jälkeen ja 
inkuboitiin 15 min +55 °C:ssa. RNA sakkautettiin lisäämällä 100 % etanolia, 
sekoittamalla ja inkuboimalla 5 min huoneenlämmössä, minkä jälkeen jatkettiin 
eristystä Nucleospin ohjeen 5 mukaan. 
4.2 RNA:n laadun määrittäminen  
Kudoksista eristetyn RNA:n konsentraatio ja laatu määritettiin Agilentin Bio-
analyzer2100-laitteella käyttäen kaupallista RNA 6000 Nano Kitiä (Agilent Technolo-
gies , Cat. 5067-1511,). Kitin mukana tulivat ajossa käytetyt kontrollit, kokostandardi 
(200-6000 nt) ja ajon onnistumisen kontrollina toimiva markkeri, joka ajettiin yhdessä 
jokaisen näytteen kanssa. 
 
Bioanalyzerin RNA-levyn geeli valmistettiin pipetoimalla 550 µl RNA 6000 Nano-
geelimatriisia kitin mukana tulleeseen filtteriputkeen. Geeliä sentrifugoitiin 10 min 1500 
g:n voimalla ja jaettiin filtterin läpi suodattunut geeli RNase-vapaisiin 0,5 ml:n eppen-
dorf-putkiin, 65 µl/putki. Putket siirrettiin säilytykseen +4 °C:seen.  
Geeli-väriaineseos valmistettiin samana päivänä, kun Bioanalyzer-analyysi ajettiin. 
Väriainekonsentraatti vorteksoitiin ja sentrifugoitiin putken pohjalle. Lisättiin 1 µl väriai-
netta 65 µl:n geeliä. Vorteksoitiin hyvin ja sentrifugoitiin 10 min 13 000 g:n voimalla. 
Geeli-väriaineseos pipetoitiin RNA-levylle ja saatiin leviämään tasaisesti levyn mikro-
kapillaareihin ilmaamalla se 1 ml ruiskun avulla. Ennen näytteiden pipetointia, jokai-
seen näytekaivoon sekä kokostandardikaivoon lisättiin 5 µl ajon onnistumisen kontrolli-
na toimivaa markkeria. Lopuksi pipetoitiin näytteet levylle, 1µl/ näyte. Levyä vorteksoi-
tiin (IKA vortex MS2-S8/MS2-S9) 1 min, nopeudella 2400 rpm, minkä jälkeen se oli 
valmis ajoon. 
4.3 cDNA-synteesi ja kvantitatiivinen PCR  
Bioanalyzerilla analysoidut RNA:t syntetisoitiin cDNA:ksi kaupallisella High Capacity 
RNA to cDNA-kitillä (Life Technology, Cat. 4387406). Kontrolleina käytettiin non-
templaattikontrollia (NTC; non-template control), johon lisättiin kaikki reagenssit pois 
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lukien RNA-näyte sekä RT- kontrollia, josta jätettiin pois polymeraasientsyymi. NTC-
kontrollilla varmistettiin reagenssien puhtaus, RT- kontrollilla selvitettiin, onko näytteis-
sä jäljellä genomista DNA:ta. cDNA-synteesiin käytettiin RNA:ta 90 ng/ 20 μl reaktio. 
Reaktioseokset tehtiin taulukon 2 mukaisesti valmistamalla ensin kaikille näytteille yh-
teinen reaktioseos 2 X RT puskurista ja 20 X RT entsyymistä, joka pipetoitiin 0,5 ml:n 
strippiputkiin. Tämän jälkeen pipetoitiin nukleaasivapaa H2O ja RNA:t. Kaikki cDNA-
synteesin vaiheet tehtiin jäillä. 
Taulukko 2. Pipetointitaulukko cDNA-synteesiin.  
Reagenssi Tilavuus/ näyte 
  RT+ RT- NTC 
2 x RT puskuri  10 10 10 
20 x RT entsyymiseos 1,0 - 1,0 
    Näyte  max. 9 µl max. 9 µl - 
Nukleaasivapaa H2O täyttö 20 µl:aan täyttö 20 µl:aan 9,0 
 
Näytteet sentrifugoitiin putkien pohjaan, putket siirrettiin PCR-koneeseen (DyadDis-
ciple, Peltier Thermal Cycler, BioRad) ja käynnistettiin cDNA-synteesille sopiva PCR-
ohjelma, taulukko 3. 
Taulukko 3. cDNA-synteesin PCR-ohjelma. 
 
Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3 
Lämpötila (C°) 37 95 4 
Kesto 60 min 5 min ∞ 
 
cDNA-näytteistä tutkittiin aluksi, saadaanko tiettyjä kohdegeenejä ylipäätään monistet-
tua. Kohdesekvensseinä olivat House-keeping -geenit GAPDH (Life Technology, Cat. 
4333764F) ja 18SrRNA (Life Technology, Cat. 4333760T). Amplikonien pituudet olivat 
122 nukleotidia GAPDH:lla ja 187 nukleotidia 18SrRNA:lla. qPCR tehtiin TaqMan-
koettimilla. Kvantitatiivinen määritys esimerkiksi standardisuoran avulla tehdään vasta 
myöhemmässä vaiheessa tutkimusta.  
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Ensin valmistettiin kaikille reaktion näytteille yhteinen PCR-reaktioseos, johon pipetoi-
tiin 20X Aluke/koetinta, 2X Genotyping Master Mixiä (Applied Biosystems, Cat. 
4371355) ja RNasi vapaata H2O:ta. Pipetointimäärät ovat esitettynä taulukossa 4. 
 
 
Taulukko 4. Pipetointi kvantitatiiviseen PCR-ohjelmaan. 
RT-PCR Yksittäiselle reaktiolle/ μl 
20x Alukeseos 1 
2x Genotyping Mas-
ter Mix (4371355, 
Applied Biosystems) 10 
RNase-vapaa H2O 5 
  cDNA 4 
 
 
MasterMixiä pipetoitiin 16 μl 96-kuoppalevylle (Applied Biosystems, MicroAmp™ Opti-
cal 96-Well Reaction Plate N801-0560), minkä jälkeen pipetoitiin cDNA-näyte 4 
μl/kuoppa. Levy peitettiin muovikalvolla (Applied Biosystems, MicroAmp™ Optical Ad-
hesive Film 4311971), sentrifugoitiin nesteet kuoppien pohjaan ja ladattiin qPCR-
laitteeseen (Applied Biosystems, 7500 Real Time PCR Systems). qPCR-ohjelma taulu-
kossa 5.  
 
Taulukko 5. qPCR-ohjelma. 
 
Vaihe 1 Vaihe 2 Sykli (x40 ) 
Lämpötila (°C) 50 95 95 60 
Aika mm:ss 2:00 10:00 0:15 1:00 
 
4.4 Tulosten analysointi 
Tulosten analysoinnissa käytettiin Microsoft Excell 2010–ohjelmaa. Eri kudoksista ja eri 
homogenisointimenetelmillä saatujen RNA-konsentraatioiden ja RIN-arvojen vertailus-
sa käytettiin kahden otoksen kahdensuuntaista t-testiä erisuurilla variansseilla. 
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5 Tulokset ja tulosten tulkinta 
5.1 RNA-konsentraatiot ja RIN-arvot eri kudoksista 
Aivo-, maksa- ja sydänkudoksesta tutkittiin, voidaanko vainajanäytteistä eristää pitkän-
kin PMI-ajanjakson jälkeen riittävä määrä laadukasta RNA:ta kvantitatiivisiin PCR-
analyyseihin. Näytteiden RNA-konsentraatio ja laatu määritettiin Agilentin Bioanalyzer-
laitteella. Laatu kuvattiin RIN-asteikolla, jossa täysin hajonnut RNA sai arvon 1 ja ehjä 
RNA arvon 10. Taulukossa 6 on esitetty eri kudoksista eristettyjen RNA-konsentraa-
tioiden keskiarvot ja vaihteluväli sekä RIN-arvojen keskiarvot ja keskihajonta. Aivo- ja 
sydännäytteissä tulokset ovat keskiarvoja molemmilla homogenisointimenetelmillä teh-
dyistä näytteistä. Maksasta tehtiin vain viisi näytettä, sillä RIN-arvot jäivät kaikissa näyt-
teissä alle suositellun RIN > 5.    
Taulukko 6. RIN-arvojen keskiarvot ja keskihajonta eri kudoksissa. 
 
 
RNA:ta saatiin eristettyä onnistuneesti kaikista tutkituista kudoksista pitkistä PMI-
ajoista huolimatta (mediaani 10 vrk). Määrällisesti eniten RNA:ta saatiin maksasta, 
konsentraatiokeskiarvon ollessa 557 ng/mg. Ero oli tilastollisesti merkittävä (p-arvo < 
0,05) esimerkiksi aivokudokseen verrattuna, jossa konsentraation keskiarvo oli 107 
ng/mg. Sydänkudoksessa konsentraatio, 95 ng/mg, oli samaa tasoa kuin aivokudok-
sessa eikä tilastollisesti merkittävää eroa havaittu (p-arvo 0,55).  
RNA:n laadussa nähtiin selkeitä eroja kudosten välillä. Laadukkainta RNA:ta saatiin 
aivokudoksesta, missä saatujen RIN-arvojen keskiarvo oli 5,8 ja RIN-arvojen keskiha-
jonta ± 1,6. Sydänlihaksessa RIN-keskiarvo jäi aivokudosta heikommaksi, RIN 4,6 ja 
keskihajonta ± 1,9. Ero oli tilastollisesti merkittävä (p-arvo < 0,05). Syy sydänlihaksesta 
saatuun heikompilaatuiseen RNA:han voi olla Proteaasi K-käsittelyssä, joka altistaa 
RNA:n kuumennukselle ja voi vaikuttaa herkempään hajoamiseen. Maksassa RNA oli 
selvästi heikkolaatuisinta, RIN-keskiarvo oli ainoastaan 2,5, mihin syynä on mitä luulta-
Kudos
Keskiarvo RNA-
konsentraatio ng/mg
Konsentraation 
vaihteluväli
RIN-keskiarvo RIN keskihajonta n
Aivot 107 (24,4 - 216,4) 5,8 ± 1,6 34
Maksa 557 (144,0 - 1380, 0) 2,5 ± 0,9 5
Sydän 95 (3,9 - 277,2) 4,6 ± 1,9 23
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vimmin maksan voimakas entsyymitoiminta sekä herkkyys mätänemiselle [3; 5]. Ero oli 
tilastollisesti merkittävä esimerkiksi aivokudokseen verrattuna (p-arvo < 0,05). 
5.2 Homogenisaattorin vaikutus eristetyn RNA:n laatuun ja konsentraatioon 
Aivo- ja sydänkudosnäytteistä tutkittiin homogenisoinnissa käytettävän menetelmän 
vaikutusta kudoksista eristetyn RNA:n konsentraatioon ja RIN-arvoihin. Homogenisointi 
tehtiin joko TissueRuptor- tai TissueLyser-laitteella. 
Aivokudosnäytteiden RNA-konsentraatiot olivat ~ 100 ng/mg TissueRuptorilla (n=18) 
murskatuissa näytteissä ja vastaavasti ~ 120 ng/mg TissueLyserilla (n=18) murskatuis-
sa näytteissä. RIN-arvot TissueRuptorilla homogenisoiduissa näytteissä olivat keskiar-
voltaan 5,9 ja TissueLyserilla 5,6, taulukko 7.  
Taulukko 7. Aivokudoksesta eri homogenisointimenetelmillä saadut RNA-konsentraatiot ja RIN-
arvot. 
 
 
 
Homogenisointilaite: TissueRuptor
Tapaus PMI
RNA-konsentraatio / 
mg aivokudosta
RIN
RNA-konsentraatio / 
mg aivokudosta
RIN
3 22 31,03 7,4 141,67 6,1
4 8 104,12 6,9 141,18 3,3
5 8 58,18 7,3 165,88 6,5
6 13 18,75 5,1 79,41 6,3
7 5 198,18 6,5 216,36 7,1
8 9 38,82 4,5 75,48 6,4
9 9 25,45 6,6 40,00 7,2
10 7 170,91 6,9 91,88 6,7
11 6 96,77 7,5 81,29 7
12 10 11,61 - 24,38 2,9
13 10 311,25 5,7 173,33 6,1
14 - 122,00 5,6 - -
15 7 125,63 5,7 116,13 5,6
16 11 54,38 5,5 140,63 6
17 20 1,76 - - -
18 15 165,00 5,9 210,00 5,6
19 12 32,73 1,8 30,00 1
20 12 209,03 5,6 144,38 6
98,6 5,9 117,0 5,6
TissueLyser
Keskiarvo:
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Kahden otoksen kaksisuuntaisen t-testin perusteella eri homogenisointimenetelmillä 
saatujen konsentraatioiden keskiarvojen välillä ei havaittu eroa 95 %:n merkitsevyysta-
solla. T-tunnusluku -0,734 oli pienempi kuin t-kriittinen arvo 2,042 ja saatu p-arvo 0,469 
> 0,05. Myöskään RIN-arvojen kohdalla ei havaittu tilastollisesti merkittävää eroa me-
netelmien välillä, t-tunnusluku 0,529 oli pienempi kuin t-kriittinen arvo 2,045 ja saatu p-
arvo 0,601 > 0,05, taulukko 8.   
 
 
Taulukko 8. Homogenisointimenetelmien vertailu. Kahden otoksen t-testi, erisuuret varianssit. 
 
 
Muutamassa aivonäytteessä RNA-konsentraatio jäi niin pieneksi, ettei RIN-arvoa saatu 
Bioanalyzerilla määritettyä. Esimerkkinä TissueLyzerilla homogenisoitu aivokudosnäyte 
numero 14, jonka TissueRuptorilla homogenisoidussa rinnakkaisnäytteessä konsent-
raatio oli hyvä 122 ng/mg ja RIN-arvoksi saatiin 5,6. Selittävänä tekijänä on säilytysvai-
heen ongelma, sillä kudospala oli TissueLyzer-näytteessä kiinnittynyt säilytysputken 
seinämään eikä näyte ollut säilytysaikana suojassa RNAaseilta RNAlater-liuoksessa. 
Osassa näytteistä (näytteet 12 ja 17) molemmilla käsittelyillä saadut konsentraatiot 
jäivät heikoiksi. Syynä on mahdollisesti lähtömateriaalin liian heikko kunto.  
Sydänlihaksesta RNA:ta saatiin eristettyä rinnakkaisten näytteiden kohdalla enemmän, 
kun homogenisointi tehtiin TissueLyserilla, jolloin RNA-konsentraatioiden keskiarvo oli 
~110 ng/mg verrattuna TissueRuptorilla saatuun ~40 ng/mg:ssa. Ero oli tilastollisesti 
merkittävä, p-arvo < 0,05. RIN-arvojen keskiarvo jäi TissueLyserilla pienemmäksi kuin 
TissueRuptorilla homogenisoitaessa, RIN 4,1 vs. 5,3. Ero ei kuitenkaan ollut tilastolli-
TissueRuptor 
konsentraatio 
TissueLyser 
konsentraatio
TissueRuptor 
RIN-arvo
TissueLyser 
RIN-arvo
Keskiarvo 98,645 116,999 5,906 5,613
Varianssi 7236,364 3580,440 1,963 2,965
Havainnot 18,000 16,000 16,000 16,000
Arvioitu keskiarvojen ero 0,000 0,000
va 30,000 29,000
t Tunnusluvut -0,734 0,529
P(T<=t) yksisuuntainen 0,234 0,300
t-kriittinen yksisuuntainen 1,697 1,699
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,469 0,601
t-kriittinen kaksisuuntainen 2,042 2,045
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sesti merkittävä, p-arvo oli > 0,05. Tulosten kohdalla tulee huomioida, että TissueRup-
torilla tehtyjen näytteiden määrä oli huomattavasti pienempi n=4 (vs. n=19), ja näistäkin 
RIN-arvo saatiin laskettua vain kolmelle näytteelle (taulukko 9). 
 
Taulukko 9. Sydänlihaksesta eri homogenisointimenetelmillä saadut RNA-konsentraatiot ja RIN-
arvot. 
 
 
 
 
5.3 PMI:n vaikutus RIN-arvoihin 
Kuoleman jälkeen RNA alkaa hajota solujen sisäisten sekä ulkopuolelta tulevien 
RNasien toimesta, mistä johtuen RNA:n hajoamistason ja kuoleman jälkeisen PMI-
ajanjakson suhdetta tutkittiin aivokudoksessa ja sydänlihaksessa. Taulukoissa 7 ja 9 on 
esitetty yksittäisten näytteiden PMI-ajat ja saadut RIN-arvot aivo- ja sydänkudoksessa. 
TissueRuptor TissueLyser
Tapaus PMI
RNA-konsentraatio / 
mg sydänkudosta
RIN Tapaus PMI
RNA-konsentraatio / 
mg sydänkudosta
RIN
5 8 40,0 6,7 6 13 100,0 6,3
6 13 30,0 7 7 5 36,4 6,8
7 5 14,1 - 8 9 66,0 2,1
24 9 70,0 2,2 9 9 88,0 2,6
Keskiarvo 38,53 5,3 10 7 85,7 2,5
11 6 152,7 6,2
12 10 229,7 2,2
13 10 155,6 5,4
14 - 277,2 3,7
15 7 81,8 5,3
 16 11 3,9 -
17 20 82,0 3,7
18 15 53,6 2,2
 19 12 216,4 5,6
20 12 - 2,6
21 16 44,5 3,9
22 7 70,6 4,3
23 6 159,4 6,85
24 9 90,0 2,2
Keskiarvo 110,75 4,1
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Tapauksissa PMI-ajanjakson vaihteluväli oli 5 - 22 vrk ja mediaani asettui 10 vrk:n koh-
dalle. RIN-arvojen ja PMI:n suhde on esitetty graafisesti kuvassa 6.  
Kuva 6. PMI:n vaikutus aivokudoksesta ja sydänlihaksesta eristetyn RNA:n laatuun.  
 
Selitysaste, R2, jäi molemmissa kudoksissa lähelle nollaa, aivokudoksessa R2=0,02 ja 
sydänlihaksessa R2=0,07, joten voidaan todeta, ettei näytteissä ole havaittavissa korre-
laatiota RIN-arvon ja PMI:n välillä.  
5.4 Bioanalyzerin toiminnan tarkistus 
Bioanalyzerin toiminta varmennettiin vertaamalla samassa ajossa rinnakkaisista näyt-
teistä saatuja tuloksia sekä samoista näytteistä eri ajoissa saatuja tuloksia. Saadut 
konsentraatiot, RIN-arvot ja näiden suhteellinen keskihajonta (CV- %) on esitetty taulu-
kossa 10. 
 
Aivokudos Sydänlihas
y = -0,0515x + 6,3892
R² = 0,0247
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Taulukko 10. Bioanalyzerilla ajettujen rinnakkaisten näytteiden RIN-arvot ja RNA-konsentraatiot.   
 
 
Saman ajon rinnakkaisten näytteiden välillä RIN-arvojen CV- % oli suurimmillaan 24,4 
% ja pienimmillään 0 %, keskiarvon ollessa 4,6 %. RNA-konsentraatioiden kohdalla 
CV- % vaihteluväli oli 14,6 (0 - 14,6 %), keskiarvona 6,4 %. 
Ajojen välisessä vertailussa RIN-arvojen CV- % oli suurimmillaan 28,3 % ja pienimmil-
lään 0 %, keskiarvon ollessa 7 %. RNA-konsentraatioissa CV- % vaihteli 0 - 15 %, kes-
kiarvon asettuessa 5 %:iin. 
Bioanalyzerin toiminnan tarkistuksesta saadut konsentraatio CV- %:t asettuivat suu-
rimmaksi osaksi laitevalmistajan antamiin rajoihin, ± 10 CV- %. Konsentraatioissa CV-
 % ylitti rajan 3/20-näytteessä. RIN-arvojen kohdalla CV- % nousi huomattavan korke-
aksi yli 20 %:in ainoastaan näytteen 19a kohdalla, jossa RIN-arvot olivat heikot, RIN = 
1,2–1,8.   
AJON SISÄINEN VAIHTELU:
Näyte nro. Näyte RIN 1 RIN 2 RIN -CV%
Konsentraatio 1 
ng/ μl
Konsentraatio 2 
ng/μl
Konsentraatio CV-%
15 Sydänlihas 5,3 5,2 1,3 45 51 8,8
17 Sydänlihas 3,7 3,7 0,0 41 43 3,4
18 Sydänlihas 2,2 2,3 3,1 25 28 8,0
19 Sydänlihas 5,6 5,5 1,3 101 106 3,4
21 Sydänlihas 2,6 2,8 5,2 26 32 14,6
21 Sydänlihas 3,8 3,9 1,8 22 24 6,1
22 Sydänlihas 4,7 3,9 13,2 41 39 3,5
23 Sydänlihas 6,8 6,9 1,0 77 92 12,6
20 Aivokudos 5,8 5,4 5,1 104 111 4,6
10 Aivokudos 7 6,7 3,1 83 87 3,3
11 Aivokudos 7,6 7,6 0,0 38 40 3,6
13 Aivokudos 6 6 0,0 142 165 10,6
19a Aivokudos 1,7 1,2 24,4 20 20 0,0
12 Aivokudos - - - - - -
4,6 6,4
ERI AJOJEN VÄLINEN VAIHTELU:
Näyte nro. Näyte
RIN 
Ajo 1
RIN 
Ajo 2
RIN -CV%
Konsentraatio 
Ajo 1 ng/μl
Konsentraatio 
Ajo 2 ng/μl
Konsentraatio CV-
%
10 Aivokudos 6,7 6,9 2,1 83 94 8,8
11 Aivokudos 7,6 7,5 0,9 40 50 15,7
12 Aivokudos - - - - 6 -
13 Aivokudos 6 5,7 3,6 165 166 0,4
19a Aivokudos 1,2 1,8 28,3 20 20 0,0
19b Aivokudos 1 1 0,0 15 15 0,0
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5.5 RIN-arvon merkitys kvantitatiivisessa PCR:ssä 
Vainajanäytteiden RNA-laatu on heikentynyttä, ja tällä voi olla vaikutusta kvantitatiivi-
sesta PCR:stä saatuihin tuloksiin. RIN-arvon merkitystä qPCR-monistumiselle tutkittiin 
kääntämällä RNA-näytteet ensin cDNA:ksi ja monistamalla pieni määrä näytteitä kvan-
titatiivisella PCR:llä käyttäen GAPDH- ja 18SrRNA-alukkeita. GAPDH ja 18SrRNA kuu-
luvat käytetyimpiin datan normalisoinnissa käytettäviin referenssigeeneihin, sillä niitä 
ilmennetään melko tasaisella tasolla eri kudoksissa ja eri kehitysvaiheissa ympäröivistä 
olosuhteista riippumatta.  
Näytteiden RIN-arvot osuivat välille 5,3–7,3. Taulukossa 11 on kuvattu monistumisen 
tehokkuutta Ct-arvon, ns. kynnysarvon, kautta. Mitä pienempi arvo on, sitä enemmän 
näytteessä on ollut lähtömateriaalina kyseistä lähetti-RNA:ta. 
 
Taulukko 11. Housekeeping-geenien GAPDH ja 18srRNA monistumisen tehokkuus kvantitatiivises-
sa PCR:ssä. 
 
 
Molemmilla alukkeilla, sekä GAPDH että 18SrRNA, saatiin matalimmat Ct-arvot näyt-
teille, joissa RIN-arvot olivat korkeimmat (näytteet 3 ja 5). GAPDH:lla lisäksi korkein Ct-
arvo oli näytteessä 1, jossa RIN-arvo oli matalin. Kuvassa 7 on graafisesti esitettynä Ct-
arvojen suhtautuminen RIN-arvoon molempien alukkeiden kohdalla. RIN-arvon ja Ct-
syklin selitysasteeksi GAPDH:lle saatiin R2=0,86, mikä antaa viitteitä siitä, että RNA:n 
laatu vaikuttaa monistumistehokkuuteen aivokudoksessa GAPDH:n kohdalla. Näyte-
määrää tulee kuitenkin lisätä tulosten varmentamiseksi ja tilastollisen pätevyyden osoit-
tamiseksi. Lisäksi tarkempi kvantitointi tulee tehdä esimerkiksi standardisuoran avulla. 
Näyte nro Näyte RIN-arvo C t 1 C t 2 C t  k.a C t 1 C t 2 C t  k.a
1 Aivokudos 5,3 31,292 30,761 31,027 14,002 13,106 13,554
2a Aivokudos 6,1 30,259 29,801 30,030 14,034 14,196 14,115
2b Aivokudos 7,0 29,245 29,665 29,455 13,074 13,659 13,367
3 Aivokudos 7,4 28,360 28,482 28,421 13,411 12,571 12,991
4 Aivokudos 6,9 28,956 29,537 29,247 15,293 13,712 14,503
5 Aivokudos 7,3 27,746 27,746 27,746 14,038 11,580 12,809
GAPDH 18srRNA
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Kuva 7. RIN-arvojen ja GAPDH- sekä 18SrRNA-alukkeilla saatujen Ct-arvojen korrelaatio aivoku-
doksessa.  
 
 
18SrRNA:lla RIN-arvon ja monistumisen tehokkuuden suhde ei ollut yhtä selkeä, seli-
tysaste jäi vain 0,16:sta. Tämä voi osittain olla seurausta pienestä näytemäärästä 
(n=6), mutta 18SrRNA-transkriptimäärien on myös havaittu noudattavan hieman epä-
tyypillistä kaavaa PMI-ajan kasvaessa. Määrä näyttää kasvavan aluksi johtuen ilmei-
sesti 18SrRNA:n vapautumisesta niiden yhteydessä olevista proteiinikomplekseista, 
jotka hajoavat PMI-ajan kasvun myötä. Vasta kun vapautuminen proteiineista on hi-
taampaa kuin RNA:n hajoaminen, havaitaan 18srRNA-transkriptien määrän lasku. [17.] 
Pilottikokeen perusteella voidaan todeta, että 18SrRNA monistuu huomattavasti aikai-
semmassa vaiheessa (Ct-arvot 12,809–14,503) kuin GAPDH, (Ct-arvot 27,746–
31,027). Tämä voi aiheuttaa ongelmia, sillä nopea monistuminen johtaa reaktion rea-
genssien loppuun kulumiseen ja vaikuttaa siten, että harvinaisempien lähetti-RNA:iden 
monistumista voi olla enää mahdotonta havaita.  Onkin oletettavaa, että GAPDH sovel-
tuu 18SrRNA:ta paremmin vainajanäytteisiin. 
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6 Päätelmät 
Työn tulosten perusteella kvantitatiivisiin PCR-analyyseihin soveltuvaa RNA:ta saa-
daan eristettyä pitkänkin, jopa 22 vrk, PMI-ajanjakson jälkeen aivokudoksesta ja sydän-
lihaksesta. Maksassa RNA sen sijaan on selvästi heikkolaatuisempaa eikä täytä qPCR-
analyyseille asetettua RIN > 5 kriteeriä. Saadut tulokset ovat yhtäpitäviä Inouen kolle-
goineen tekemän tutkimuksen kanssa, jossa aivokudoksen havaittiin olevan yksi stabii-
leimmista RNA-lähteistä, sydämen ja keuhkojen kohtalaisen stabiileja ja maksan kaikis-
ta epästabiilein [28].  
Kuolemanjälkeisen ajanjakson pituuden merkityksestä RNA:n laatuun on ristiriitaista 
tietoa. Tässä tutkimuksessa PMI:n ja RNA:n hajoamisen välillä ei havaittu yhteyttä. Eri 
tutkimusten välillä havaittuihin eroihin voivat vaikuttaa tutkimuksissa käytettyjen kudos-
palojen alueiden väliset erot sekä pienet otannat. Lisäksi osasyy liittynee PMI-
ajanjakson aikaiseen lämpötilaan. On osoitettu, että aika, jonka ruumis on huoneen-
lämmössä, vaikuttaa RNA:n säilyvyyteen enemmän kuin aika, jonka ruumis on kyl-
mäsäilytyksessä, johtuen RNA:n hajoamisen hidastumisesta lämpötilan laskiessa [17; 
29]. RNA-tutkimuksissa lisähuomiota tulisikin kiinnittää siihen, missä vaiheessa PMI-
ajanjaksoa vainaja on siirretty kylmäsäilytykseen, +1 - 4 °C. Tämän työn kohdalla taus-
tatiedot vainajien säilyttämisajan lämpötilaolosuhteista puuttuivat. Toisaalta RNA:n on 
eläinkokeissa osoitettu säilyvän tietyissä kudoksissa, kuten aivoissa, kvantitatiiviseen 
PCR-analyysiin soveltuvana +20 °C:ssa jopa 7 vrk ajan [30]. Eläinkokeista saadut tu-
lokset antavat viitteitä siitä, että RNA:ta olisi mahdollista käyttää kvantitatiiviseen PCR-
tutkimukseen myös tapauksissa, joissa vainaja löydetään vasta useamman päivän ku-
luttua kuolemasta, mikä voi olla useinkin lähtötilanteena. 
qPCR-pilottikokeessa RNA:n laatu näytti GAPDH:n kohdalla vaikuttavan monistumisen 
tehokkuuteen siten, että huonompilaatuinen RNA monistuu parempilaatuista heikom-
min. Tutkimusta jatketaan isommilla näytemäärillä tulosten varmentamiseksi. 
18SrRNA:n testauksesta sen sijaan luovuttaneen pilottikokeen tulosten perusteella, 
sillä transkriptien lähtötasot saattavat olla liian korkeat sovellettavaksi vainajanäyttei-
siin. GAPDH:n lisäksi muita kvantitatiiviseen PCR:ään mahdollisesti soveltuvia refe-
renssigeenejä voisivat olla lyhyet mikroRNA-molekyylit, joiden hajoaminen on molekyy-
lien pienestä koosta johtuen hitaampaa kuin proteiineja koodaavien geenitranskriptien 
[17].  
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Jatkossa parannuskohteita löytyy näytteenotosta, joka tulisi fokusoida tarkemmin. Se, 
että RNA-eristyksiin käytetään kudoksesta vain hyvin pientä osaa, ~30 mg, voi hanka-
loittaa näytteiden välistä vertailua. Näyte kannattaisi ottaa isommasta kudospalasta, 
murskata ja käyttää homogenisaatista lopulta yksittäiseen eristykseen vain pieni osa. 
Tällöin mahdollistuisi myös todellisten teknisten rinnakkaisten käyttö ja näytteitä olisi 
mahdollista yhdistellä, mikäli konsentraatiot jäävät liian pieniksi. Kvantitatiivisen PCR:n 
kohdalla kvantitointiin tulee kiinnittää huomiota. Normaalisti Housekeeping-geenejä 
käytetään suhteellisen monistumisen määrittämisessä. Tässä työssä katsottiin ainoas-
taan yksittäisiä Ct-arvoja näytteiden välillä. Kvantitointi voitaisiin jatkossa tehdä esimer-
kiksi standardisuoran kautta [23]. Lisäksi qPCR-datan normalisointiin tulisi jatkossa 
käyttää yhden referenssigeenin sijasta useamman referenssigeenin yhdistelmää. Tämä 
johtuen siitä, että Housekeeping-geenienkin ilmentymistasojen on osoitettu vaihtelevan 
vasteena tietyille ympäristön signaaleille. Vainajanäytteiden kohdalla luotettavaan da-
tan normalisointiin onkin suositeltu käytettävän minimissään neljän eri referenssigeenin 
yhdistelmää [31].  
Jotta RNA-tutkimusta voitaisiin hyödyntää esimerkiksi kuolinsyyn selvittämisessä, pitäi-
si lisäksi saada selkeä käsitys tärkeimmistä RNA:han vaikuttavista tekijöistä. pH-
mittaus voitaisiin tehdä helpostikin, aivojen kohdalla selkäydinnesteestä tai muuten 
kudoshomogenisaatista. Myös sukupuolen, iän ja ympäristön olosuhteiden kuten kos-
teuden merkitys voivat olla tärkeässä asemassa ja olisi mahdollisuuksien mukaan otet-
tava huomioon. Kun tärkeimmät RNA:n laatuun vaikuttavat tekijät ovat selvillä, olisi 
mahdollista sovittaa yhteen tapaukset ja kontrollit, jolloin kvantitatiivisen PCR-analyysin 
luotettavuus paranisi huomattavasti. Tämän jälkeen olisi mahdollista valita kiinnostavia 
kandidaattigeenejä ja tutkia näiden ilmentymistasoja eri kuolinsyiden kohdalla. Par-
haassa tapauksessa RNA-tutkimuksilla löydettäisiin eri kuolinsyille spesifisiä muutok-
sia, jotka voisivat toimia apuna kuolinsyyn määrittämisessä, erityisesti epäselvissä ta-
pauksissa.  
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1. Kudosnäytteen leikkaus ja homogenisointi  
 
Periaate 
Kudospalat murskataan ja homogenisoidaan mekaanisesti TissueLyser-laitteella. Te-
hokas murskaus saadaan aikaiseksi teräskuulan ja laitteen tärisevän liikkeen yhdis-
telmällä. Samanaikaisesti voidaan murskata 12 näytettä. Mekaanisen homogenisoin-
nin lisäksi solut lyysataan lyysauspuskurilla RNA:n vapauttamiseksi.   
 
 
Reagenssit ja liuokset 
RNAlater (Qiagen, Cat. 76154) 
RNase –ExitusPlus (AppliChem, A7153,1000) 
RA1-lyysispuskuri (Macherey-Nagel, Nucleospin RNA-kitti (740955.50)) 
2-merkaptoetanoli 50 mM (Gibco by Life Technologies (31350-010)) 
 
Laitteet ja tarvikkeet 
Styrox-laatikko (kudospalojen kuljetus) 
Analyysivaaka (MettlerToledo, MS104S/01) 
Steriilit muoviset soluviljelymaljat (Esim. VWR, Tissue culture DISH 94 x 20 
mm, 391–3236) (Kudospalojen leikkausalusta) 
Steriilit kertakäyttöiset preparointiveitset (VWR, 233–5363)  
1,5 ja 2 ml korkilliset muoviputket (Sarstdt) 
Pipettejä, pipetinkärkiä, tilavuudet 1 - 10 μl, 100–1000 μl (Thermo F.S, Sar-
stedt) 
Teräskuulat, koko 5 tai 7 mm (TissueLyser, Stainless Steel Beads 69989 & 
69990) 
TissueLyser LT, (Cat. 85600, Qiagen) 
 
 
Työn suoritus 
 
Laminaarikaapin puhdistus 
 
Laita laminaari päälle ~ 30 min. ennen työskentelyn aloittamista. UV-valota ~ 
15 min, jonka jälkeen suihkuta RNase-ExitusPlus-liuosta laminaarin pinnoille. 
Myös pipettien varret, laitteiden pinnat yms. kannattaa pyyhkiä. Anna vaikut-
taa noin 10 minuuttia. Liuoksen voi pyyhkiä vielä steriilillä vedellä.  
 
 
Näytteiden leikkaus ja homogenisointi 
 
 
1. Tuo kudosnäytteet obduktiosalista styrox-laatikossa leikattavaksi ja punnitta-
vaksi oikeusbiologian laboratorion huoneen 2078 laminaarikaappiin.  
 
2. Punnitse analyysivaa´alla kudoksesta ~30 mg:n pala steriilin soluviljelymaljan 
päällä ja siirrä kudospala 1,5 ml muoviputkeen, johon on pipetoitu 300 μl 
RNAlater-liuosta.  
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3. Vie näytteet homogenisoitavaksi huoneen 2080 RNA-töille varattuun laminaa-
rikaappiin. Jos homogenisoit näytteet myöhemmin, vie näytteet säilytykseen -
20 °C pakkaseen.  
 
4. Siirrä TissueLyserin adapteri jäähtymään jäille. 
 
5. Laita 2 ml korkilliseen muoviputkeen murskattavalle kudokselle sopiva teräs-
kuula. Käytä sitkeille kudoksille, kuten sydämelle ja iholle 7 mm:n kuulia.  
Helposti hajoaville kudoksille, kuten aivokudokselle ja maksalle 5 mm:n kuu-
lia. 
 
6. Pipetoi putkeen RNA-eristyskitin RA1-lyysispuskuria, 600 µl/30 mg kudosta 
sekä 2-merkaptoetanolia 6 µl/30 mg kudosta.  
 
7. Siirrä kudospala putkeen, esim. pipetin kärjellä.  
 
8. Valitse murskausaika ja värinätaajuus TissueLyserin valikosta. Käytettävä vä-
rinätaajuus on 50 Hz, sitkeille kudoksille ajaksi valitaan 5 min ja helposti ha-
joaville 3 min. 
 
9. Jatka suoraan RNA-eristykseen tai siirrä näyte uuteen putkeen ja säilytä ho-
mogenisaatti -80 °C:n pakkasessa.  
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2. RNA-eristys 
 
Periaate 
RNA-eristys tehdään NucleoSpin RNA-kitillä. Eristyksessä on tärkeää estää RNA:n 
hajoaminen, joten kaikkien tarvikkeiden tulee olla RNase-vapaita. Eristyksessä näyt-
teet suodatetaan homogenisaattiin mahdollisesti jäljelle jääneiden isompien partikke-
leiden poistamiseksi, jonka jälkeen RNA sitoutetaan kolonnin membraaniin. Kontami-
noiva genominen DNA hajotetaan entsymaattisesti ja suolat, metaboliitit sekä solujen 
muut makromolekyylit poistetaan pesupuskureilla. Eristys voidaan tehdä huoneen-
lämmössä, sillä eristyksessä käytettävät puskurit ovat RNA:ta suojaavia ja RNaseja 
inaktivoivia.  
 
 
Reagenssit ja liuokset 
Nucleospin RNA-kitti (Macherey-Nagel, 740955.50) 
RA1-lyysispuskuri 
MDB-puskuri 
rDNAse-puskuri 
lyofilisoitu rDNAse  
Lisää 550 μl DNA-H2O:ta ja inkuboi 1 minuutti huoneenlämmössä.  
Kääntele putkea varovasti lopun rDNAasen liuottamiseksi. Älä sekoita 
liian rajusti, sillä rDNAase-entsyymi voi menettää tehoaan. Jaa eriin ja 
säilytä -20 °C pakkasessa. Säilyy pakastettuna ainakin 6 kk. HUOM! Ei 
saa sulattaa ja jäähdyttää 3X enempää.  
RAW2-pesupuskuri 
RA3-pesupuskuri  
Lisää 50 ml Aa ETAXia 
DNA-H2O 
 
Proteinaasi K (20 mg/ml) Promega #v3021 
Lisää 5 ml DNA-H2O:ta suoraan Proteinaasi K-pulloon (100 mg). Anna 
liueta n. 15 min. ja jaa 1,5 ml:n putkiin 50 μl tai 100 μl liuosta / putki. 
Säilyy pakastettuna 12 kk.  
 
99,5 % ETAX Aa (Altia) 
70 % ETAX Aa 
Tee 50 ml:n Falcon-putkeen. 35 ml ETAX Aa + 15 ml DNA-H2O:ta.  
 
 
Laitteet ja tarvikkeet 
Kitin mukana tulevat:  
Nucleospin Filtereitä (violettirenkaiset) 
2 ml:n muoviset, korkittomat putket  
Nucleospin RNA-kolonnit (sinirenkaiset)  
1,5 ml:n muoviset, korkilliset putket 
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Muut:  
Pöytäsentrifuugi (MiniSpin, Eppendorf) 
1,5 ml:n muoviputket (Sarstedt) 
 
Pipettejä, pipetinkärkiä, tilavuudet 1-10 μl, 10–100 μl ja 100–1000 μl (Thermo 
F.S, Sarstedt) 
Kylmäblokki  
Vesihaude  
Lämpömittari 
 
 
Työn suoritus 
 
HUOM! Jos käytät -80 °C pakastettua homogenisaattia, sulata se hitaasti jäillä ennen 
RNA-eristystä.  
 
Esikäsittely aivokudos ja maksa 
 
1. Aseta violettirenkainen Nucleospin filtteri 2 ml:n keräysputkeen ja pipetoi ho-
mogenisaatti filtteriin.  Sentrifugoi 1 minuutti 11 000 x g (Vastaa 12 200 rpm 
MiniSpin-fuugissa). 
 
2. Poista filtteriosa ja lisää 600 μl etanolia (70 %). Sekoita pipetoimalla 5 x edes-
takaisin.  
  
3. Ota sinirenkainen RNA-kolonnin sisältävä putki. Sekoita lysaattia pipetoimalla 
muutama kerta edestakaisin ja pipetoi lysaatti kolonniin, maksimissaan 750 μl 
kerrallaan. Sentrifugoi 30 s 11 000 x g. Heitä pois kolonnin läpi tullut neste, 
pipetoi loppu lysaatti kolonniin ja toista sentrifugointi.  
 
Esikäsittely sydänlihas 
 
1. Aseta violettirenkainen Nucleospin filtteri 2 ml:n keräysputkeen ja pipetoi ho-
mogenisaatti filtteriin. Sentrifugoi 1 minuutti 11 000 x g.  
 
2. Poista filtteriosa ja pipetoi läpi tullut homogenisaatti uuteen 2 ml:n korkilliseen 
muoviputkeen.  
 
3. Lisää 390 μl DNA-H2O:ta ja 10 μl Proteinaasi K:ta. Sekoita ja inkuboi 15 mi-
nuuttia + 55 °C vesihauteessa.  
 
4. Lisää 600 μl etanolia 100 %. Sekoita hyvin pipetoimalla 5 x edestakaisin ja in-
kuboi 5 minuuttia huoneenlämmössä.  
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5. Pipetoi lysaatti NucleoSpin RNA-kolonniin (vaaleansininen rengas). Pipetoi 
maksimissaan kerrallaan 650 μl. Sentrifugoi 30 s 11 000 x g. Heitä kolonnin 
läpi tullut neste pois ja toista loppu lysaatille.  
 
 
RNA:n vapauttaminen kolonnista ja genomisen DNA:n hajottaminen (Aivokudos, mak-
sa ja sydänlihas)  
 
1. Aseta kolonni uuteen 2 ml:n keräysputkeen. Lisää 350 μl MDB-puskuria ja 
sentrifugoi 1 minuutti 11 000 x g.  
 
2. Valmista DNase-reaktioseos steriiliin 1,5 ml putkeen. Yhtä näytettä kohden li-
sää 10 μl rDNAsia 90 μl:n rDNAse-reaktiopuskuria.  Sekoita kääntelemällä 
putkea ja spinnaa pohjaan. Pipetoi seosta 95 μl keskelle kolonnin membraa-
nia. Inkuboi 15 minuuttia huoneenlämmössä.  
 
3. Lisää 200 μl RAW2-pesupuskuria, joka inaktivoi rDNAsen. Sentrifugoi 30 s 
11 000 x g. Siirrä kolonni uuteen 2 ml:n keräysputkeen. 
 
4. Lisää 600 μl RA3-pesupuskuria. Sentrifugoi 30 s 11 000 x g. Heitä pois kolon-
nin läpi tullut neste ja aseta kolonni takaisin samaan keräysputkeen.  
 
5. Lisää 250 μl RA3-pesupuskuria. Sentrifugoi 2 min 11 000 x g kolonnin kuivat-
tamiseksi. Siirrä kolonni nukleaasivapaaseen 1,5 ml:n keräysputkeen.   
 
6. Eluoi RNA pipetoimalla 60 μl RNAase-vapaata H2O:ta (kitin mukana) kolonnin 
membraanille ja sentrifugoi 1 minuutti 11 000 x g.  
 
7. Siirrä eluoitu RNA jäille. Vie säilytykseen -80 °C pakkaseen kylmäblokissa kul-
jettaen.  
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3. RNA-konsentraation ja laadun määrittäminen Bioanalyzerilla 
 
Periaate 
RNA:n ehjyyden määrittäminen on tärkeää merkityksellisten geeniekspressiotulosten 
saamiseksi. RNA:n ehjyyttä kuvataan RIN-arvolla (RIN:RNA integrity number), joka 
voidaan määrittää Bioanalyzer-laitteella (Agilent). RNA:n laatumäärityksessä näytteen 
totaali-RNA erotellaan pienellä RNA-levyllä, jossa on kaivoja 12 näytteelle, koko- ja 
konsentraatiostandardille sekä markkerille. Kaivot ovat yhteyksissä toisiinsa mikro-
kapillaarein, jotka täytetään geeli-väriaineseoksella. Määritys perustuu elektroforee-
siin ja jokaiselle kapillaarikaivolle on laitteessa oma elektrodinsa, joka voidaan yhdis-
tää sähkövirtaan. Varaukselliset molekyylit, kuten RNA-fragmentit, saadaan eroteltua 
sähkökentässä kokonsa perusteella niiden kulkiessa geelillä täytettyjen kapillaarien 
läpi. RIN-arvo lasketaan vertaamalla näytteen sisältämää RNA:ta kokostandardi näyt-
teeseen sekä määrittämällä ribosomaalisten 18/28S-alayksiköiden suhdeluku signaa-
lien koko ja intensiteetti huomioiden. RIN-asteikolla täysin ehjä RNA saa arvon 10 ja 
täysin hajonnut arvon 1. RIN-arvon lisäksi Bioanalyzerilla saadaan selville totaali-
RNA:n määrä. 
 
Reagenssit ja liuokset 
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Cat. 5067–1511) 
Nano gel matrix  
Nano dye consentrate 
Nano marker 
RNA ladder 
Suodatinputket 
 
RNaseZAP (Ambion, Inc. cat. no. 9780) 
DNA-H2O 
 
Laitteet ja tarvikkeet 
Kitin mukana: 
RNA Nano-levyt 
Elektrodien puhdistuslevyt 
1 ml ruisku 
0,5 ml korkilliset muoviputket 
Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent) 
Bioanalyzerin mukana: 
Levyn alustusasema 
IKA vorteksori MS2-S8/MS2-S9 (adapteri RNA Nano Chip-levylle) 
Muut: 
Lämpöblokki 
Sentrifuugi 
Ajastin 
1.5 ml RNase-vapaat muoviputket 
Pipettejä, pipetinkärkiä, tilavuudet 0,5-2,0 μl, 1-10 μl, 20–100 μl, 100–
1000 μl (Thermo F.S, Sarstedt) 
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Ladderin (koko- ja konsentraatiostandardi) esikäsittely  
 
1. Käsittele uuden kitin ladder heti kitin saavuttua. Pipetoi ladder uuteen RNase-
vapaaseen putkeen. 
 
2. Kuumenna 2 min + 70 °C lämpöblokissa.  
 
3. Jäähdytä heti jäillä.  
 
4. Jaa ladder pienempiin eriin, esim. 5 μl / putki tai vähemmän.  
 
5. Säilytä erät -80 °C pakkasessa.  
 
Geelin valmistelu 
 
1. Anna RNA 6000 Nano Geelin (punainen) tasapainottua huoneenlämpöön 30 
min ennen käyttöä.  
 
2. Pipetoi 550 μl geeliä filtteriputken (kitin mukana) yläosaan.  
 
3. Sentrifugoi 10 minuuttia 1500 g ± 20 % (Biofugen sentrifuugilla 1600 rpm). 
HUOM! Kaikki geeli ei mene filtterin läpi. Ylijäämä geeli hävitetään ongelmajät-
teenä (sis. DMSO:ta), kerätään SYBRSafe-jätteen kanssa samaan astiaan! 
 
4. Jaa filtroitu geeli 65 μl eriin 0,5 ml RNAase-vapaisiin putkiin (kitin mukana). 
Säilytä jaetut geelierät jääkaapissa. Käytä filtroidut geelit kuukauden kulues-
sa.  
 
 
Elektrodien puhdistaminen 
 
HUOM! Elektrodit puhdistetaan ennen jokaista ajoa.  
 
1. Pipetoi 350 μl RNaseZAPia elektrodin puhdistuslevylle. RNaseZAP poistaa 
RNasi kontaminaatiot elektrodeilta.  
 
2. Aseta levy Bioanalyzeriin, sulje laitteen kansi ja odota ~ 1 min.  
 
3. Avaa kansi ja poista elektrodin puhdistuslevy. (Nimeä levy ja säilytä jatkokäyt-
töä varten. Levyä voi käyttää puhdistamiseen kitin loppumiseen saakka) 
 
4. Pipetoi 350 μl DNA-H2O:ta toiselle elektrodin puhdistuslevylle.  
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5. Aseta levy Bioanalyzeriin, sulje laitteen kansi ja odota ~ 10 sek.  
 
6. Avaa kansi ja poista elektrodin puhdistuslevy. (Nimeä levy ja säilytä jatkokäyt-
töä varten. Levyä voi käyttää puhdistamiseen kitin loppumiseen saakka) 
 
7. Odota 10 sek, jotta vesi haihtuu elektrodeilta ennen kuin suljet laitteen kan-
nen.  
 
 
 
Geeli-väriaineseoksen valmistaminen 
 
1. Anna filtroidun geelin ja RNA 6000 Nano Dye-konsentraatin (sininen) tasapai-
nottua huoneenlämpöön 30 min ennen käyttöä. Suojaa väriaine valolta.  
 
2. Vorteksoi väriainetta 10 sekuntia ja spinnaa neste putken pohjaan.  
 
3. Lisää 1 μl värikonsentraattia 65 μl:n filtroitua geeliä (jaettu eriin geelin valmis-
teluvaiheessa).  
 
4. Vorteksoi siten, että väriaine sekoittuu tasaisesti geeliin. Fuugaa 10 minuuttia 
huoneenlämmössä 13 000 x g (Biofugen fuugilla 11 300 rpm). Käytä geeli-
väriaineseos yhden päivän aikana. 
 
 
 
Geeliväriaineseoksen pipetointi RNA NanoChip-levylle (Geelin ”valaminen” levylle) 
 
1. Tarkista, että levyn alustusaseman pohjalevy on C-asennossa ja männän pidi-
ke yläasennossa. 
  
2. Ota uusi RNA Nano Chip-levy ja aseta levy alustusasemaan.  
 
3. Pipetoi 9,0 μl geeliväriaineseosta kaivoon, joka on merkitty . Pipetoi kaivon 
pohjaan.  
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4. Tarkista, että ruiskun mäntä on vedetty 1 ml:n kohdalle ja sulje alustusasema. 
Sulkeutuessaan oikein lukko napsahtaa.  
 
5. Paina ruiskun mäntä rauhallisesti pohjaan, kunnes ruiskutelineen pidike pitää 
männän pohjassa.  
 
6. Odota tasan 30 s, jonka aikana geeli leviää kapillaarikanaviin. 
 
7. Vapauta mäntä pidikkeestä. Männän tulisi nousta takaisin ylöspäin ainakin 
0,3 ml:n paikkeille (alustusaseman sulkeminen on onnistunut ja tiivis). 
 
8. Odota 5 s ja vedä mäntä hitaasti takaisin 1 ml:n kohtaan.  
 
9. Avaa alustusasema ja pipetoi 9,0 μl geeliväriaineseosta loppuihin G-symbolilla 
merkittyihin kaivoihin.  
 
Markkerin ja ladderin pipetointi RNA NanoChip-levylle 
 
1. Pipetoi 5 μl RNA 6000 Nano markkeria (vihreä) kaikkiin 12 näytekaivoon sekä 
ladder symbolilla  merkittyyn kaivoon.  
 
 
                
 
 
 
2. Sulata ladder jäillä ja pipetoi 1 μl ladderia kaivoon . 
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Näytteiden valmistelu ja pipetointi RNA NanoChip-levylle 
 
1. Ota RNA-eristeistä pieni määrä, esim. 6 µl uuteen 1,5 ml putkeen ennen Post-
PCR-puolelle siirtymistä. Pidä eristeet koko ajan jäillä.  
 
2. Kuumenna näytteitä +70 °C lämpöblokissa 2 minuutin ajan sekundääriraken-
teiden poistamiseksi. Siirrä näytteet kuumennuksen jälkeen suoraan jäille.   
 
3. Vorteksoi kevyesti/naputtele näytettä ennen NanoChip-levylle pipetointia. 
 
4. Pipetoi näytteet näytekaivoihin, 1 μl/kaivo.  
 
 
                                         
 
5. Aseta levy IKA vorteksorin adapteriin ja vorteksoi 60 s 2400 rpm.  
 
6. Levy on valmis Bioanalyzeriin. Aloita ajo 5 minuutin sisällä välttääksesi näyt-
teiden haihtumista levyltä.  
 
 
Bioanalyzer-ajon aloittaminen  
 
1. Kytke ensin virta tietokoneeseen ja sitten Bioanalyzeriin.  Avaa tietokoneen 
työpöydältä ohjelma 2100 Expert.  
 
2. Aseta valmis levy varovasti Bioanalyzerin levyn pidikkeeseen ja sulje laitteen 
kansi. Ohjelma ilmoittaa, kun on tunnistanut levyn (Chip detected).  
 
3. Instrument-ikkunassa valitse Assay-valikosta ohjelma Eukaryote Total RNA 
Nano. 
 
4.  Nimeä näytteet (parempi tehdä hyvissä ajoin jo ennen levyn valmistelua). 
 
5. Aloita ajo Start-painikkeesta. Hiiri kannattaa siirtää sivuun painikkeen päältä 
ajon alettua, sillä ajo keskeytyy jos Startia painaa uudelleen.  
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Bioanalyzer tulosten tarkistaminen  
 
1. Tulokset voi tarkistaa Data-puolelta.  
 
Elektroferogrammi onnistuneesta Ladder-ajosta: 
 1 markkeripiikki 
 6 RNA-piikkiä 
 Kaikki 7 piikkiä erottuvat selvästi toisistaan 
 
 
 
Elektroferogrammi näytteestä: 
 1 markkeripiikki 
 2 ribosomaalista piikkiä (RNA:an ollessa ehjää) 
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Vainajanäytteissä RNA:n laatu on yleisesti heikentynyttä. Kuvassa RNA:n hajoamisen 
vaikutus elektroferogrammeihin ja yhteys RIN-arvoon. Ehjän RNA:n kohdalla, RIN 10, 
elektrogrammissa erotetaan selvästi kaksi piikkiä 18S ja 28S RNA:n kohdalla. RNA:n 
hajoaminen havaitaan piikkien määrän kasvuna ja RIN-arvon laskuna.  
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4. cDNA-SYNTEESI 
 
Periaate 
RNA-eristeet käännetään komplementaariseksi DNA:ksi, (cDNA), käänteistranskripti-
olla. Alukkeina käytetään ns. random-heksameeri alukkeita, jolloin synteesissä käyte-
tään solun koko RNA-populaatiota. 
 
 
Reagenssit ja liuokset 
 
 High Sensitivity RNA to cDNA – kitti (Life Technology, Cat. 4387406) 
 DNA-H2O 
 
Laitteet ja tarvikkeet 
 
 8-putken strippi 
 PCR-laite, vorteksi, sentrifugi 
 
Työn suoritus  
 
 
1. Tee cDNA-synteesin pipetoinnit huoneen 2080 RNA-laminaarissa.  
 
2. Sulata RNA-näytteet sekä 2X RT Puskuri ja 20X Entsyymi Mix jäillä. 
 
3. Näytteiden RNA-konsentraatiot tasataan. Laske RNA-konsentraatioiden perus-
teella jokaiselle näytteelle synteesiin käytettävä RNA-määrä, esim. 90 ng/20 μl 
reaktio. Maksimissaan synteesiin voi käyttää 2 µg totaali RNA:ta / 20 μl reak-
tio.  
 
4. Laske RNA-määrien perusteella H2O:n määrä.  
 
Pipetointitaulukko synteesiin:  
 
 
  RT+ reaktio RT- reaktio 
2X RT Puskuri 10 10 
20X RT Entsyymi Mix 1 - 
Näyte 
enintään 
9,0 μl 
enintään 
9,0 μl 
DNA-H2O 
täytä 20 
μl:an 
täytä 20 
μl:an 
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5. Valmista kaikille näytteille yhteinen MasterMix ja pipetoi reaktioputkiin. 
 
6. Pipetoi vesi ja näytteet. 
 
7. Spinnaa neste putkien pohjalle strippifuugilla.  
 
8. Pidä putket jäillä siihen asti, kunnes saat synteesin käyntiin.  
 
 
 
 
PCR-ohjelma cDNA-synteesiin: 
 
 
Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3 
Lämpötila (°C) 37 95 4 
Aika 60 min 5 min ∞ 
 
Löytyy PCR-laitteesta kansiosta RNA, ohjelma cDNA. Aseta reaktiotilavuudeksi 20 μl.  
 
9. Pidä putket jäillä siihen asti, kunnes saat synteesin käyntiin. 
 
10.  Säilytä cDNA:t Post-puolen -20 °C pakkasessa.  
 
 
 
5. qPCR (Kvantitatiivinen PCR) 
 
Periaate 
Kvantitatiivisessa PCR:ssä, qPCR:ssä (quantitative PCR) DNA:n monistuminen rekiste-
röidään jokaisessa PCR-syklissä. Tämä on huomattava etu ja mahdollistaa selvästi 
pienempien erojen havaitsemisen transkriptien määrissä kuin käytettäessä perinteistä 
PCR-menetelmää, jossa vasta monistumisen lopputuotteet erotetaan ja määritetään 
agaroosigeelillä.  
 
TaqMan-kemiaan perustuvassa qPCR:ssä käytetään kohdesekvenssin spesifisesti 
tunnistavien alukkeiden lisäksi fluoresoivaa koetinta, joka sisältää fluoresoivan re-
portterivärin 5´-päässään ja fluoresointia hiljentävän, ei-fluoresoivan värin 3´-
päässään. Koettimen ollessa kokonainen, hiljentävän värin läheisyys estää fluoresoi-
van värin emission. Fluoresointi mahdollistuu, kun 5´-eksonukleaasiaktiivisuuden 
omaava Taq-polymeraasi katkaisee koettimen PCR-reaktion monistusvaiheessa ja re-
portteri- ja hiljentävä väri erkanevat toisistaan. Lisäksi katkennut koetin irtoaa koh-
dejuosteesta, jolloin Taq-polymeraasi pääsee jatkamaan sekvenssin monistusta syklin 
loppuun asti.  
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Reportterivärejä on saatavilla useita erilaisia, joista useimmiten käytettyjä ovat FAM, 
HEX, TET ja VIC-leimat. Useamman värin käyttö antaa mahdollisuuden tunnistaa ja 
monistaa samassa qPCR-reaktiossa useampaa eri kohdesekvenssiä, jolloin puhutaan 
ns. MultiPlex-PCR:stä 
 
 
Reagenssit ja liuokset 
TaqMan® Pre-Developed Human 18s rRNA 20X (4333760T, Life Technologies) 
TaqMan® Pre-Developed Human GAPDH 20X (4333764T, Life Technologies) 
TaqMan Genotyping Master Mix 2X (4371355, Applied Biosystems) 
DNA-H2O 
 
Laitteet ja tarvikkeet 
Optinen 96-kuoppalevy (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate N801-0560, Ap-
plied Biosystems) 
Levyn kalvosuoja (MicroAmp™ Optical Adhesive Film 4311971, Applied Biosystems) 
Pipettejä, pipetinkärkiä, tilavuudet 1-10 μl, 10–100 μl ja 100–1000 μl (Thermo F.S, 
Sarstedt) 
Sentrifuugi 
7500 Real Time PCR System, (Applied Biosystems) 
 
 
Työn suoritus  
 
qPCR-reaktioiden valmistelu 
 
1. Valmista PCR-reaktion MasterMix PCR-huoneen laminaarissa. Laske tilavuu-
det ottaen huomioon rinnakkaisnäytteet sekä pipetointivara.  
 
  Yksittäinen reaktio/20 μl  
20X TaqMan Gene Expression Assay 1 
2X TaqMan Gene Expression MasterMix 10 
RNAase free water 5 
 
2. Pipetoi 16 μl MasterMixiä 96-kuoppalevylle/strippiputkiin. 
3. Siirry Post-puolelle ja pipetoi näyte cDNA:t levylle, 4 μl/kuoppa.  
4. Sulje levy muovikalvolla/putket korkeilla. Spinnaa neste putkien pohjalle. 
5. Lataa qPCR-laitteeseen.  
 
qPCR-ajon suorittaminen 
1. Käynnistä ensin qPCR koneen tietokone ja sitten qPCR-laite.  
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2. Tarkasta, että laitteessa on oikea tarjotin (pleiteille ja strippiputkille on oman-
sa). 
3. Avaa ohjelma ”HID Real-Time PCR Analysis Software v.1.1” 
4. Valitse Custom Assays  New Experiment  From template 
5. Valitse GAPDH-pohja ja kirjoita näytteiden nimet.  
6. Paina ”Start Run”, kirjoita eksperimentin nimi, esim. 140805_GAPDH ja tal-
lenna se RNA-ajoille käytössä olevaan kansioon. 
7. Ohjelma kestää noin 96 minuuttia. 
 
 
Hold Hold Sykli (40 sykliä) 
Lämpötila (°C) 
 
50 95 95 60 
Aika mm:ss 
 
2:00 10:00 0:15 1:00 
 
 
Ajon jälkeen 
1. Tarkista monistumiskäyrät kohdasta ”Multicomponent Plot.”  
2. Ct-arvot voi hakea ”View Well Table”- valikosta, mutta niitä ei pysty eksportoi-
maan.  
 
  
 
 
 
  
 
 
